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INTRODUCTION 

 

L�ère de la chimiothérapie a été très fructueuse dans le domaine de la médecine durant le 

20ème siècle, fournissant de petites molécules médicament pour le traitement de nombreuses 

maladies infectieuses, troubles métaboliques, maladies cardiaques, neuromédecine, et cancer. 

Les progrès réalisés ces dernières décennies concernant la connaissance des aspects cellulaires 

et moléculaires des mécanismes physiologiques et physiopathologiques ont grandement stimulé 

la poursuite de la recherche de molécules susceptibles d�interagir à haute affinité et avec une 

grande spécificité avec des cibles d�intérêt thérapeutique. Cependant, le nombre de nouvelles 

entités chimiques approuvées par an est en constante diminution ces dernières années et des 

stratégies innovantes pour le développement de molécules thérapeutiques et diagnostiques sont 

nécessaires. 

Dans cette perspective, le développement de méthodes efficaces permettant de concevoir des 

ligands protéiques artificiels capables d�interagir spécifiquement avec des cibles d�intérêt 

thérapeutique et/ou diagnostique est devenu un champ de recherche extrêmement actif. De 

nombreuses approches ont été reportées dans la littérature. L�exploitation de la diversité 

moléculaire des protéines présentes dans les venins afin de rechercher des protéines 

naturellement capables d�interagir à haute affinité avec une cible donnée a permis dans certains 

cas de découvrir des molécules de grand intérêt. Plus récemment, les progrès réalisés dans le 

domaine des biotechnologies ont permis de produire des bibliothèques de variants protéiques 

artificiels au sein desquelles des composés de haute affinité ont pu être sélectionnés.  Enfin, des 

ligands protéiques peuvent être conçus grâce à des méthodes in silico reposant sur le couplage 

de méthodes de bioinformatique structurale, de modélisation moléculaire et d�optimisation 

expérimentale. Des résultats très prometteurs ont été obtenus avec ces différentes approches qui 

représentent autant d�opportunités de concevoir de nouvelles molécules thérapeutiques de 

grande valeur. Les approches de criblage conduisent parfois à la découverte de molécules de 

grand intérêt, mais des méthodes de conception in silico efficaces pourraient constituer une 

voie moins aléatoire. Quelques études récentes utilisant le couplage étroit de méthodes in silico 

visant à découvrir un ou plusieurs ligand(s) protéique(s) présentant une affinité mesurable 

permettant son optimisation ultérieure par des méthodes expérimentales ont conduit à quelques 

succès spectaculaires. Ces études ont bien montré la puissance des méthodes d�optimisation 
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telles que l�évolution moléculaire dirigée une fois les ligands protéiques initiaux d�affinité 

mesurable obtenus. Les résultats reportés dans ces études montrent également que l�étape 

limitante reste la conception in silico des ligands protéiques initiaux. En effet, le taux de succès 

(nombre de ligands protéiques conçus montrant effectivement une affinité pour la cible / 

nombre de ligands conçus in silico) est parfois très faible. D�autre part, l�affinité obtenue est 

souvent plusieurs ordres de grandeur en dessous de l�affinité des ligands protéiques naturels. 

Cependant, ces études sont encore très peu nombreuses et il est difficile d�évaluer la robustesse 

des méthodes bioinformatiques mises en �uvre. Il est donc nécessaire de poursuivre leur 

évaluation et leur développement.  

Les travaux réalisés au cours de cette thèse concernent la recherche de ligands protéiques 

capables de cibler les sites catalytiques de membres de la famille des métalloprotéases 

matricielles ou MMPs. Pour cela, deux méthodes ont été mises en �uvre. Dans un premier 

temps, des ligands protéiques qui seraient naturellement capables d�interagir avec les cibles 

considérées ont été recherchés dans le venin du serpent Dendroaspis polylepis. Dans un 

deuxième temps, des ligands protéiques capables de lier les sites catalytiques des MMPs ont été 

conçus in silico grâce à la méthode de conception de ligands protéiques développée au 

laboratoire. Cette méthode repose sur le greffage d�un motif fonctionnel sur des petites 

protéines susceptibles de reproduire la topologie adoptée par ces résidus dans un ligand 

protéique naturel. Les plates-formes protéiques sont sélectionnées par criblage systématique de 

la base de données de structures des protéines (PDB) grâce au logiciel STAMPS (Search for 

Three-dimensionnal Atom Motif in Protein Structure) développé dans l�équipe. La production 

d�une série de 10 mini-protéines ligands conçues à l�aide de cette approche a été réalisée et leur 

capacité à cibler les domaines catalytiques de plusieurs MMPs a été déterminée. L�objectif de 

ces travaux est d�évaluer la robustesse de la méthode de conception in silico développée au 

laboratoire et sa capacité à conduire à une série de protéines ligands de première génération 

effectivement capables d�interagir avec les cibles considérées. Nous avons également cherché à 

évaluer la capacité de chaque ligand protéique artificiel à reproduire les interactions 

intermoléculaires établies par le motif fonctionnel dans le contexte du ligand naturel avec la 

cible. Ces molécules pourraient être ultérieurement optimisées par des méthodes 

expérimentales pour obtenir des mini-protéines capables d�inhiber à haute affinité et 

sélectivement un membre particulier de la famille des MMPs. 
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Les animaux venimeux possèdent des glandes exocrines produisant du venin. Les 

venins d�animaux tels que les serpents, les scorpions, les araignées, les anémones de mer et les 

cônes marins sont constitués de mélanges complexes contenant un grand nombre de peptides et 

de protéines caractérisés par des fonctions pharmacologiques diverses et spécifiques. Ces 

toxines sont conçues pour agir de manière efficace sur des cibles physiologiques clé des 

vertébrés et des invertébrés, telles que les canaux ioniques, les récepteurs et les enzymes, 

rendant ces animaux venimeux capables de digérer leurs proies et de se défendre contre les 

prédateurs. Par ailleurs, les venins contiennent également des inhibiteurs de protéases et des 

agents stabilisants qui les protègent des conditions externes et internes défavorables, telles 

qu�une température élevée, et qui les préservent dans les glandes pendant plusieurs semaines. 

Cette grande diversité de composés et de fonctions caractéristique des venins a conduit au 

développement de plusieurs médicaments et d�un grand nombre de molécules d�intérêt 

thérapeutique et diagnostique.   

En particulier, différents travaux ont mis en lumière l�existence d�inhibiteurs de protéases dans 

les venins d'animaux, l�un des plus connus étant celui de l�enzyme de conversion de 

l�angiotensine ayant conduit à la mise au point d�antihypertenseurs utilisés en clinique humaine 

depuis plus de 20 ans. Les venins constituent donc une source potentielle de mini-protéines 

actives sur les MMPs. 

 

I. Composition des venins d�animaux 

 

Les venins contiennent plus de 100 peptides et protéines différents dont les séquences et 

les structures sont hautement diversifiées. La composition des venins varie considérablement en 

fonction de l�animal considéré. Dans les venins de serpents, les peptides et les protéines sont 

essentiellement regroupés en deux familles : les enzymes qui représentent entre 80 à 90% des 

venins des vipéridés et entre 25 à 70% de ceux des élapidés (protéases à sérine, 

métalloprotéases à Zn2+, L-acide aminé oxydase, hyaluronidases, acétylcholinestérases, 

phospholipase A2, phosphodiestérases) et les protéines sans activité enzymatique dont les 

toxines (cytotoxines, cardiotoxines, neurotoxines postsynaptiques, myotoxines, ohanin, 

désintégrines, lectines de type C, peptides natriurétiques, protéines sécrétoires riches en 

cystéines, facteur de croissance des nerfs et de l�endothélium vasculaire, cystatine, inhibiteurs 

de protéases de type Kunitz et toxines 3 doigts).  
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La diversité de peptides contenue dans les venins est particulièrement importante dans les 

venins de cônes (conotoxines et conopeptides), mollusques marins très largement répandus. Le 

nombre de conopeptides existants est estimé à 50 000 dont seulement moins de 0,1% ont été 

caractérisés pharmacologiquement. Parmi les conopeptides caractérisés, un nombre très 

important s�est avéré hautement sélectif de divers canaux ioniques et récepteurs de 

mammifères, associés à des voies de signalisation de la douleur, tels que les récepteurs 

nicotiniques de l�acétylcholine, le transporteur de la noradrénaline, les canaux sodium, les 

canaux calcium, le récepteur N-méthyl-D-aspartate, et récepteur de la neurotensine.  

 

II. Peptides et protéines de venins à applications thérapeutiques     

 

II.1 Les inhibiteurs des canaux calcium  

Plusieurs peptides spécifiques des canaux calcium sensibles au voltage (VSCC) sont 

produits par les cônes, les araignées et les serpents. En particulier, plusieurs travaux ont permis 

de démontrer que des #-conotoxines spécifiques des VSCC de type N (Cav2.2) sont de 

puissants analgésiques (Malmberg et Yaksh, 1995 ; Wang et al., 2000) grâce à l�inhibition des 

VSCC de type N qui participent dans les voies de la douleur et qui sont sur-exprimés au niveau 

de la moelle épinière dans les états de douleur chronique (Cizkova et al., 2002). Des doses sub-

nanomolaires de #-conotoxines (#-MVIIA ou #-CVID) administrées par voie intrathécale 

produisent une analgésie pendant plus de 24 heures, dans des modèles de douleur 

inflammatoires (Smith et al., 2002) et neuropathiques (Scott et al., 2002). La molécule #-

MVIIA (SNX111/Ziconotide/Prialt ; Elan), représentée dans la figure II-A, a conduit au 

développement du médicament ziconotide, un puissant analgésique approuvé depuis 2004 aux 

USA et depuis 2005 dans l�UE pour le traitement des douleurs chroniques sévères (McGivern, 

2007). La molécule #-CVID (AM336 ; Zenyth Therapeutics, anciennement Amrad) est 

également en cours de développement clinique pour les mêmes applications que le ziconotide, 

mais semble cependant moins toxique que ce dernier (Kolosov et al., 2010).    

 

II.2 Les toxines spécifiques des canaux sodiques  

Les canaux sodiques voltage dépendants jouent un rôle essentiel dans le système 
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nerveux, et sont impliqués dans divers états pathologiques tels que la douleur, les accidents 

vasculaires cérébraux et l�épilepsie. Les travaux de l�équipe de Michel Lazdunski ont permis la 

découverte d�une toxine extraite à partir du venin d�araignée Psalmopoeus cambridgei, la 

psalmotoxin 1 (Figure II-B), bloquant de manière spécifique et puissante les canaux ioniques 

sensibles à l�acidité ASIC de la famille des canaux sodiques, qui sont exprimés dans le système 

nerveux central et qui sont impliqués dans les voies de la douleur (Escoubas et al., 2000). Des 

µ-conotoxines telles que GIIIA (Figure II-C) et GIIIB ont également été identifiées comme 

étant des inhibiteurs spécifiques des canaux sodiques voltage dépendants (Moczydlowski et al., 

1986). 

 

II.3 Les bloqueurs des canaux potassium 

La margatoxin (MgTX) issue du venin du scorpion Centruroides margaritatus (Figure 

II-D) est un puissant bloqueur des canaux potassiques voltage dépendants Kv1.1, Kv1.2, et en 

particulier Kv1.3 (Garcia-Calvo et al., 1993). D�un point de vue structural, c�est un peptide de 

39 résidus caractérisé par un repliement de type knottin avec deux feuillets ! reliés par 3 ponts 

disulfures à une hélice ". L�utilisation de cette toxine présente un intérêt thérapeutique essentiel 

du fait notamment de l�implication des canaux potassiques de type Kv1.2 dans la régulation de 

la libération de neurotransmetteurs associés au rythme cardiaque, la sécrétion d�insuline, 

l�excitabilité neuronale, le transport d�électrolyte épithélial la contraction du muscle lisse, la 

réponse immune et le volume cellulaire. Les canaux Kv1.3 sont exprimés dans les lymphocytes 

T et B. Dans des conditions pathologiques, l�inhibition des canaux Kv1.3 par la margatoxin 

entraine l�inhibition de la prolifération de cellules T humaines, ce qui conduit à la suppression 

de la réponse immune in vivo. Plusieurs autres toxines extraites de venin de scorpions, telles 

que la charybdotoxin (ChTX), ont été caractérisées comme inhibiteurs de types spécifiques de 

canaux potassiques. Cette toxine isolée du scorpion Leiurus quinquestriatus (Figure II-E) 

décrite à l�origine comme inhibiteur des canaux potassiques activés par le Ca2+, présents dans 

les cellules musculaires et neuroendocrines (Miller et al., 1985), a également été caractérisée 

comme inhibiteur des canaux potassiques Kv1.3. Malgré des structures IIaires et IIIaires très 

similaires, la charybdotoxin et la margatoxin issues de deux espèces différentes de scorpions ne 

présentent que 45% d�homologie de séquences primaires.       

La toxine ShK, un peptide de 35 résidus purifié à partir de l�anémone de mer Stichodactyla 

helianthus (Figure II-F) bloque également les canaux Kv1.1 et Kv1.3. Malgré la présence de 3 



Partie A : les venins d�animaux, un réservoir riche en protéines thérapeutiques   

 
 

 19 

ponts disulfures, cette toxine est caractérisée par une structure tertiaire différente des toxines 

précédentes, avec un repliement de type hélice " analogue au domaine « Crisp ».  L�efficacité 

de cette toxine ShK ainsi que ses analogues spécifiques des canaux Kv1.3 a été démontrée dans 

des modèles animaux pour le traitement des maladies auto-immunes et notamment de la 

sclérose multiple (Norton et al., 2004).   

 

II.4 Les toxines inhibant les récepteurs nicotiniques de l�acétylcholine  

Cette classe de toxines inhibitrices des récepteurs nicotiniques de l�acétylcholine 

comprend les "-conotoxines de cônes (McIntosh et al., 1999) ainsi que les "-neurotoxines de 

serpents (Antil-Delbeke et al., 2001). Ces peptides pourraient représenter une alternative à 

l�utilisation en chirurgie de petites molécules comme myorelaxants mimant le curare (Tuba et 

al., 2002). Par ailleurs, la toxine Vc1.1, une "-conotoxine purifiée du venin de Conus victoriae 

(Figure II-G), a récemment été identifiée comme ayant des propriétés analgésiques potentielles 

(Sandall et al., 2003). La toxine Vc1.1 correspond à un petit peptide de 17 résidus, formant une 

courte hélice " et structuré grâce à 2 ponts disulfures. Cette toxine est en cours de 

développement clinique pour le traitement des douleurs neuropathiques (Livett et al., 2006).     

        

II.5 Les toxines utilisées dans le traitement des maladies cardiovasculaires 

Le médicament élaboré à partir de peptide de venin qui a rencontré le plus de succès est 

le captopril (Capoten ; Anakena), un anti-hypertenseur très utilisé en médecine depuis 1982. Ce 

médicament est développé à partir du Teprotide, un peptide de 9 résidus (Pyr-Trp-Pro-Arg-Pro-

Gln-Ile-Pro-Pro) isolé du venin du serpent Bothrops jararaca (Ondetti et al., 1971). Le 

captopril agit en inhibant l�enzyme de conversion de l�angiotensine (ACE), une métalloprotéase 

à zinc qui catalyse la conversion de l'angiotensine I en angiotensine II qui est un 

vasoconstricteur associé à l�hypertension. Le captopril est aussi utilisé dans l'insuffisance 

cardiaque et la prévention après un infarctus du myocarde.          

 

Les peptides issus de venins de serpents ont également été utilisés dans le développement 

d�agents anti-thrombotiques agissant comme antagonistes compétitifs dans la liaison des 

ligands (tels que le fibrinogène) à l�intégrine "IIb!3 sur les plaquettes activées. Le composé 

Eptifibatide (Integrilin; Millennium Pharmaceuticals) est un anti-agrégant plaquettaire, parmi 
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les inhibiteurs les plus spécifiques de l�intégrine "IIb!3. Il consiste en un heptapeptide cyclique 

synthétique dérivé de la protéine barbourin, une désintégrine présente dans le venin du serpent 

Sistrurus miliarius barbouri (Scarborough et al., 1993). La séquence Lys-Gly-Asp-Trp 

contenue dans la barbourin, modifiée puis incorporée dans la séquence de l�eptifibatide rend ce 

dernier hautement sélectif de l�intégrine "IIb!3. Ce médicament est largement prescrit en 

clinique dans les syndromes coronariens avec menace d'infarctus.   

 

Un autre anti-agrégant plaquettaire très utilisé est le Tirofiban (Aggrastat ; Medicure Pharma) 

qui agit comme antagoniste spécifique du récepteur au fibrinogène sur les plaquettes (Hartman 

et al., 1992). Ce médicament Tirofiban est une version modifiée d�un anti-coagulant présent 

dans le venin de la vipère Echis carinatus ; il est approuvé depuis 1998 pour une utilisation en 

clinique dans la prévention de la transformation d�une angine pectorale instable en un infarctus 

du myocarde, lorsqu�il est administré avec de l�héparine et de l�aspirine (PRISM-PLUS, 1998).  

 

La protéine ancrod issue du venin de la vipère Agkistrodon rhodostoma ainsi que la protéine 

batroxobin issue du venin du serpent Bothrops atrox moojeni sont des protéases à sérine de 234 

et 255 acides aminés respectivement, contenant 6 ponts disulfures, analogues à la thrombine, et 

ayant un rôle anticoagulant par clivage du fibrinogène sanguin. Ces deux molécules semblent 

réduire les déficits neurologiques lorsqu�elles sont utilisées dans les stades précoces des 

accidents vasculaires cérébraux (Samsa et al., 2002). Actuellement, la molécule ancrod n�est 

pas encore approuvée, cependant elle est en cours d�essais cliniques dans le traitement des 

accidents vasculaires cérébraux. En revanche, la molécule batroxobin est disponible dans le 

commerce (Defibrase Æ et Reptilase Æ ; Pentapharm Ltd) pour le traitement des maladies 

thrombotiques.   

 

Les venins de serpents contiennent aussi des peptides aux propriétés anti-hémorragiques, tels 

que le peptide textilinin-1, un inhibiteur de sérine protéase anti-fibrinolytique extrait du venin 

du serpent Pseudonaja textilis. Ce peptide de 59 acides aminés ayant 3 ponts disulfures est 

caractérisé par un repliement de type Kunitz/BPTI (Figure II-H). Des travaux réalisés sur ce 

peptide ont permis de montrer ses propriétés anti-hémorragiques, mettant en évidence son 

potentiel thérapeutique pour une utilisation en chirurgie dans les opérations à c�ur ouvert 

(Filippovich et al., 2002). Ce peptide pourrait être utilisé en remplacement de l�aprotinine 

(Trasylol ; Bayer), un médicament dérivé du BPTI (Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor) dont 
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l�utilisation bien que très répandue présente des risques de complications chez les patients 

(Flight et al., 2009). Actuellement, la compagnie biopharmaceutique QRxPharma Ltd possède 3 

candidats au stade de développement préclinique pour des applications anti-hémorragiques en 

chirurgie et issus de venin de serpent australien : Textilinin-1 (Q8008), Haempatch� (Q8009) : 

une protéine analogue au facteur Xa et CoVase� (V0801) : un cofacteur procoagulant (Earl et 

al., 2012).  

 

II.6 Toxines utilisées dans le traitement du diabète 

Le peptide analogue au glucagon-1 (GLP-1) est une hormone intestinale sécrétée en 

réponse au repas. Il exerce diverses actions métaboliques favorables dont une stimulation 

glucose-dépendante de la sécrétion d'insuline, une inhibition de la sécrétion de glucagon, un 

ralentissement de la vidange gastrique, un effet anorexigène central. Or, la sécrétion de GLP-1 

est diminuée chez le patient diabétique de type 2, ce qui rend cette hormone une cible 

thérapeutique d�intérêt dans le traitement de cette maladie. Cette observation a conduit à la 

découverte d�un peptide présentant une importante homologie avec l�hormone GLP-1, nommé 

exendin-4 et extrait du venin du lézard communément appelé monstre de Gila ou Heloderma 

suspectum (Eng et al., 1992). Ce peptide de 39 résidus ne possède aucun pont disulfure et est 

caractérisé par une structure en longue hélice " (Figure II-I). L�exendin-4 induit la libération 

d�insuline à travers l�activation du récepteur de GLP-1. Une étude réalisée in vivo sur des rats a 

permis de montrer l�effet bénéfique de l�exendin-4 sur la réduction de l�appétit, la diminution 

du dépôt de graisse, et l�amélioration des paramètres associés à l�intolérance au glucose 

(Szayna et al., 2000). La version synthétique de la molécule exendin-4 (Exenatide ; Amylin 

Pharmaceuticals) a été approuvée en 2005 pour le traitement du diabète de type 2.   
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Figure II : Structures 3D de protéines de venins. Les protéines sont représentées en mode cartoon et coloriées selon les 

structures IIaires (hélices en rouge, feuillets en jaune et boucles en vert). Les ponts disulfures sont représentés en bâtons jaunes. 
A : #-conotoxin MVIIA (Code PDB 1OMG) ; B : Psalmotoxin (1LMM) ; C : µ-conotoxin GIIIA (1TCG) ; D : Margatoxin 

(1MTX) ; E : Charybdotoxin (2CRD) ; F : ShK Toxin (1ROO) ; G : "-conotoxin Vc1.1 (2H8S) ; H : Textilinin-1 (3BYB) ; I : 
Exendin-4 (1JRJ). 

     

III. Les inhibiteurs de protéases dans les venins   

 

III.1 Les inhibiteurs de protéases à sérine  

Plusieurs peptides inhibant l�activité protéolytique de la kallikréine, la trypsine, la 

plasmine et la chymotrypsine ont été trouvés dans les venins de serpents, en particulier ceux de 

la famille des vipéridés et des élapidés. Le peptide textilinin-1 cité plus haut fait partie de cette 

classe d�inhibiteurs de sérine protéase. Les travaux de Lu et al. ont permis d�identifier un 

inhibiteur de sérine protéase dans le venin du serpent Bungarus fasciatus, nommé 

bungaruskunin. Cette protéine de 59 résidus est structurée grâce à la présence de 3 ponts 

disulfures et montre un repliement de type Kunitz/BPTI ; elle possède une activité inhibitrice 

contre les enzymes trypsine, chymotrypsine et élastase (Lu et al., 2008). 
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Plusieurs inhibiteurs de protéase à sérine présentant une importante homologie de séquence 

avec le BPTI et inhibant l�activité de la trypsine bovine ont également été identifiés dans le 

venin des serpents Hemachatus haemachatus et Naja nivea  (Hokama et al., 1976) ainsi que 

dans le venin de la vipère Vipera russelli (Takahashi et al., 1974).  

 

III.2 Les inhibiteurs de protéases à cystéine  

Le venin du cobra Naja naja atra contient un inhibiteur de cystéine protéase, appelé 

cystatin de cobra, une protéine de 99 acides aminés contenant seulement 1 pont disulfure. La 

cystatin possède une activité inhibitrice des protéases à cystéine telles que la papaïne, la 

cathepsine L, la cathepsine B et la cathepsine S avec des Ki compris entre 0,1 et 2,5 nM 

(Brillard-Bourdet et al., 1998).    

 

III.3 Les inhibiteurs de métalloprotéases  

Le fractionnement du sérum du serpent Bothrops jararaca a permis d�isoler une 

protéine de taille importante (322 acides aminés) ayant 6 ponts disulfures, la protéine BJ46a 

(Valente et al., 2001). L�étude réalisée par Valente et al. a permis de démontrer que la protéine 

BJ46a est un puissant inhibiteur endogène des métalloprotéases de venin de serpents (SVMPs) 

telles que les métalloprotéases à zinc atrolysine C et jararhagin. Par ailleurs, la protéine BJ46a 

peut également être utilisée dans l�étude de métalloprotéases reliées au SVMPs, telles que les 

MMPs. En effet, les deux familles de métalloprotéases à zinc SVMPs et MMPs, appartenant à 

la superfamille des metzincines, sont caractérisées par une grande similarité topologique 

notamment au niveau du site actif, ainsi qu�une importante homologie de séquences (Figure 

III), avec notamment la présence dans ces deux familles du motif très conservé de liaison au 

zinc catalytique du site actif (Stocker et al., 1995). De plus, il a été démontré que l�inhibiteur 

synthétique des MMPs, batimastat ou BB-94, neutralise l�activité d�une SVMP de Bothrops 

asper nommée BaP1 (Escalante et al., 2000), suggérant que les SVMPs et les MMPs sont 

inhibées selon un mécanisme très similaire. Des inhibiteurs endogènes des SVMPs issus des 

venins de serpents, tels que la protéine BJ46a, pourraient donc potentiellement être capables 

d�inhiber nos cibles d�intérêt les MMPs.           
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Figure III : Structures 3D de l�adamalysine II issue du venin du serpent Crotalus adamanteus (code PDB 1IAG) et de la MMP-
8 humaine (code PDB 3DPE). Les protéines sont représentées en mode cartoon et coloriées en fonction des structures IIaires : 
hélices en cyan, feuillets en mauve et boucles en rose. Les ions sont représentés en sphères, de couleur gris pour le calcium et 

orange pour le zinc. Les résidus strictement conservés du motif de chélation du zinc (3 résidus His et un résidu Glu) ainsi que le 
résidu Met caractéristique de la famille des metzincines sont représentés en bâtons jaunes. 

 

 

Les travaux de Huang et ses collaborateurs ont permis d�isoler et de purifier 3 petits peptides à 

partir du venin du serpent Trimeresurus mucrosquamatus : pyroGlu-Lys-Trp, pyroGlu-Asn-Trp 

et pyroGlu-Gln-Trp (Huang et al., 1998). Des études antérieures sur ces peptides contenant un 

pyro-glutamate, et retrouvés dans plusieurs espèces de serpents de la famille des vipéridés et 

des crotalidés, ont montré une activité inhibitrice spécifique des métalloprotéases à zinc 

présentes dans le venin de plusieurs espèces de serpents (Robeva et al., 1991 ; Francis et 

Kaiser, 1993).  

 

IV. Etude d�un cas particulier : le venin du serpent Dendroaspis polylepis   

 
Le venin auquel nous nous sommes intéressés dans ce travail de recherche est celui du 

mamba noir Dendroaspis polylepis, le plus grand et le plus répandu des serpents venimeux 

d'Afrique et le deuxième plus grand serpent venimeux au monde après le cobra Ophiophagus 

hannah, mais également parmi les serpents les plus venimeux au monde. Une électrophorèse 

capillaire du venin de ce serpent a montré la présence d�au moins 70 peptides de poids 
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moléculaires compris entre 6000 et 9000 Da (Perkins et al., 1993).  

Le venin de ce serpent est particulièrement riche en neurotoxines telles que : 1) les 

dendrotoxines : des peptides de 57 à 60 acides aminés réticulés par 3 ponts disulfures et 

homologues au BPTI, qui bloquent de manière sélective les canaux potassiques voltage 

dépendants (Harvey et Robertson, 2004) ; 2) les fasciculines : des peptides d�environ 60 acides 

aminés, ayant 4 ponts disulfures, qui inhibent l�acétylcholinestérase ; 3) les toxines 

muscariniques : ces toxines spécifiques de la famille des mambas sont constituées de 64 à 66 

résidus formant un repliement de type 3 doigts, et inhibent les récepteurs muscariniques de 

l�acétylcholine. Le venin du serpent Dendroaspis polylepis contient également des 

cardiotoxines dont la fonction est d�accroître la perméabilité des membranes biologiques, la 

calciseptine (De Weille et al., 1991) et le peptide FS2 (Albrand et al., 1995) qui sont des 

bloqueurs de canaux calciques voltage dépendants, ainsi qu�une grande quantité 

d�acétylcholine (Welsh, 1967) ayant un effet coopératif avec les fasciculines. 

Outre ce grand nombre de peptides et de toxines présents dans le venin de Dendroaspis 

Polylepis, un inhibiteur de trypsine homologue au BPTI ayant une taille de 57 résidus et 3 

ponts disulfures, nommé toxine Vi2, a également été identifié (Strydom, 1977), démontrant la 

possibilité de trouver des inhibiteurs de protéases dans le venin de ce serpent. 

 

V. Conclusion 

Les études citées ci-dessus montrent que les venins des animaux sont une source 

importante de peptides et de protéines ayant des tailles, des structures et des séquences 

totalement différentes et agissant sur diverses cibles d�intérêt thérapeutique. Parmi les 

différents constituants des venins, des inhibiteurs de métalloprotéases ont été mis en évidence, 

dont le plus connu est l�inhibiteur de l�enzyme de conversion de l�angiotensine couramment 

utilisé en clinique humaine en tant qu�antihypertenseur. Le criblage du venin du serpent 

Dendroaspis polylepis auquel nous sous sommes intéressés au cours de ce travail pourrait donc 

aboutir à l�identification de composés ayant un intérêt thérapeutique ou diagnostique. Une 

approche expérimentale reposant sur le fractionnement du venin du serpent Dendroaspis 

polylepis suivi d�un criblage des différentes fractions obtenues a été mise au point dans le cadre 

de ce travail de thèse afin de rechercher dans le venin de ce serpent des mini-protéines actives 

sur les MMPs.     
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CHAPITRE I : Ingénierie des protéines pour le développement de ligands 

 

I.1 Les protéines thérapeutiques 

 

I.1.1 Les protéines : de leur connaissance fondamentale aux applications thérapeutiques 

Les protéines ont le rôle le plus dynamique et le plus diversifié parmi les 

macromolécules du vivant, catalysant des réactions biochimiques, formant des récepteurs et des 

canaux dans les membranes, transportant les molécules à l�intérieur d�une cellule ou d�un 

organe à un autre. On estime qu�il existe entre 25000 et 40000 gènes différents chez l�homme, 

et avec l�épissage alternatif des gènes et les modifications post-traductionnelles des protéines 

(par clivage, phosphorylation, acylation et glycosylation), le nombre de protéines 

fonctionnellement distinctes est encore plus élevé. Lorsque l�une de ces protéines contient des 

mutations ou d�autres anomalies, ou est présente à une concentration anormalement élevée ou 

faible, il peut en résulter des maladies dont la compréhension des mécanismes représente un 

immense défi pour la médecine moderne. D�un point de vue thérapeutique, l�exploitation des 

protéines représente une opportunité pour limiter les maladies ou les diagnostiquer. Depuis 

1980, les protéines ont émergé en tant que nouvelle classe de molécules pharmaceutiques. Le 

secteur des protéines thérapeutiques représente une part significative et croissante du marché 

pharmaceutique global, avec des ventes totalisant 94 milliards de dollars en 2007. Les protéines 

thérapeutiques recombinantes (hormis les anticorps) ont enregistré des ventes globales de 61 

milliards de dollars en 2009, tandis que les ventes de médicaments à base d�anticorps 

monoclonaux ont atteint 38 milliards de dollars supplémentaires (Walsh, 2010). Actuellement, 

plus de 130 protéines ou peptides différents sont approuvés par la FDA pour une utilisation en 

clinique, et un nombre plus important de protéines est en cours de développement (Leader et 

al., 2008).  

 

Les protéines thérapeutiques peuvent présenter certains avantages par rapport aux petites 

molécules-médicaments. Les protéines possèdent à leur surface un ensemble complexe de 

fonctions chimiques qui peuvent difficilement être mimées par des composés chimiques de 

faible poids moléculaire. L�action des protéines est le plus souvent très spécifique et on 
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considère généralement comme peu probable que les protéines thérapeutiques interfèrent avec 

les processus biologiques normaux et causent des effets défavorables ou toxiques. L�organisme 

produit naturellement un grand nombre des protéines pouvant être utilisées comme molécules 

thérapeutiques, qui sont donc moins susceptibles d�induire des réponses immunes. Pour les 

maladies dans lesquelles un gène est muté ou supprimé, les protéines thérapeutiques peuvent 

fournir un traitement de remplacement effectif sans avoir recours à la thérapie génique, ce qui 

n�est pas possible actuellement pour la plupart des maladies génétiques. La durée de 

développement clinique ainsi que celle de l�acceptation par la FDA (Food and Drug 

Administration) des protéines thérapeutiques peut être plus rapide que celles des petites 

molécules-médicaments. Une étude publiée en 2003 a montré que la durée moyenne de 

développement clinique et d�acceptation par la FDA pour 33 protéines thérapeutiques 

approuvées entre 1980 et 2002 a été réduite de plus d�une année par rapport à 294 petites 

molécules-médicaments approuvées pendant la même période (Reichert, 2003). Enfin, les 

protéines étant uniques en termes de forme et de fonction, les compagnies sont capables 

d�obtenir, pour les protéines thérapeutiques, une meilleure protection industrielle.     

 

L'utilisation des protéines thérapeutiques a commencé avec l'administration aux diabétiques 

d'insuline extraite à partir de pancréas bovin et porcin. Puis, le passage aux protéines 

recombinantes a eu lieu au début des années 1980 avec la production d'insuline humaine 

(HumulinÆ crée par Genentech) par des bactéries E. coli. Cette insuline recombinante 

approuvée par la FDA en 1982 a été la 1ère protéine thérapeutique recombinante disponible dans 

le commerce, et a depuis cette date été utilisée comme thérapie principale dans le traitement du 

diabète sucré de type I et II afin de remplacer l�insuline naturelle déficiente dans ces types de 

diabète. Cependant, cette insuline recombinante s�est avérée incapable de mimer de manière 

adéquate l�insuline endogène concernant deux aspects majeurs : une action rapide après les 

repas et le maintien prolongé d�un faible taux d�insuline entre les repas. L�insuline a donc été 

modifiée, par remplacement de deux ou trois acides aminés, afin de créer des analogues à 

action rapide ou à effet prolongé, et qui reproduisent mieux les différentes propriétés de 

l�insuline endogène. Plusieurs analogues d�insuline ont été approuvés pour le traitement du 

diabète sucré, tels que les analogues à action rapide : insuline lispro (HumalogÆ), insuline 

aspart (NovoRapidÆ et NovologÆ) et insuline glulisine (ApidraÆ), ainsi que les analogues à 

effet prolongé : insuline glargine (OptisulinÆ et LantusÆ) et insuline detemir (LevemirÆ). 
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L�importance commerciale des insulines modifiées est illustrée par LantusÆ, qui fut l�un des 

dix produits biopharmaceutiques les plus vendus en 2009 (Walsh, 2010). Ces exemples 

illustrent bien un des atouts des protéines dans le contexte thérapeutique : leurs propriétés 

pharmacocinétiques peuvent être optimisées grâce à des modifications ponctuelles de quelques 

acides aminés sans altérations de leur fonction. La modulation de propriétés 

pharmacodynamiques de protéines thérapeutiques peut également être réalisée si celles-ci sont 

produites dans des cellules de mammifères via l�insertion des N-et/ou O-glycosylations. Celles-

ci peuvent augmenter la demi-vie dans le sérum et par conséquent le temps d�exposition à la 

cible. Un exemple de telles modifications de protéines par glycosylation pour une demi-vie 

prolongée est celui de la darbepoetin-" (AranespÆ), administrée à des patients anémiques afin 

de stimuler la production de globules rouges dans la moelle osseuse (Carter, 2011). La 

darbepoetin-" est obtenue à partir d�une molécule de 1ère génération : l�érythropoïétine native, 

un facteur de croissance important dans la production de globules rouges, qui possède trois N-

glycosylations et qui a été modifié par ajout de 2 autres sites de glycosylation afin de créer la 

darbepoetin-", un médicament de 2ème génération ayant une demi-vie trois fois plus longue que 

son analogue natif.       

 

Un autre progrès significatif dans le domaine des protéines thérapeutiques s�est produit avec 

l�avènement des protéines de fusion, par fusion de gènes codant pour deux ou plusieurs 

protéines différentes. Les protéines de fusion combinent les propriétés de leurs parties 

composantes. La protéine thérapeutique de fusion la plus réussie à ce jour du point de vue 

clinique et commercial contient la région Fc (Fragment cristallisable) d�immunoglobulines 

également destinée à augmenter la demi-vie plasmatique (plusieurs jours à plusieurs semaines) 

des protéines auxquelles il est lié grâce à la liaison au récepteur FcRn. Les protéines de taille 

inférieure à 70 kDa sont souvent rapidement éliminées de la circulation par filtration rénale et 

peuvent avoir des demi-vies de quelques minutes à quelques heures, ce qui dans certains cas 

peut les rendre inutilisables dans des applications thérapeutiques. Le 1er exemple de protéine de 

fusion à la région Fc d�IgG est le CD4-Fc (Capon et al., 1989). Jusqu�en 2010, cinq protéines 

thérapeutiques de fusion Fc ont été approuvées. Le médicament de cette classe qui rencontre le 

plus de succès est Etanercept (EnbrelÆ), une protéine de fusion Fc-TNFR 2 (Walsh, 2010); en 

2009, Etanercept a été la protéine thérapeutique la plus vendue dans le monde pour le 

traitement de l�arthrite rhumatoïde et d�autres maladies auto-immunes. Romiplostim (NplateÆ), 
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un agoniste du récepteur de la thrombopoïétine, est la 1ère fusion Fc-peptide (peptibody) à être 

approuvée en tant que produit thérapeutique humain pour le traitement de la thrombocytopénie 

(Cines et al., 2008). D�autres exemples de protéines thérapeutiques, leur fonction, ainsi que leur 

utilisation dans le domaine clinique sont rapportés dans le tableau I.1.  
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Tableau I.1: Différentes protéines thérapeutiques classées selon leur activité pharmacologique (Carter, 2011). 
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I.1.2 Limitations des protéines comme outils thérapeutiques  

Un certain nombre d'inconvénients limitent le développement et le succès des protéines 

thérapeutiques, tels que la solubilité, la voie d'administration, la distribution et la stabilité. En 

effet, les protéines sont des molécules pouvant atteindre une taille importante et possédant des 

propriétés physicochimiques (hydrophiles/hydrophobes) pouvant rendre difficile l'entrée dans 

les cellules ou dans certains compartiments. La distribution intracellulaire étant à ce jour un 

objectif encore difficile à atteindre, les protéines thérapeutiques sont donc limitées à une 

utilisation à la surface cellulaire ou pour des cibles extracellulaires. La demi-vie d'une protéine 

thérapeutique peut être affectée de manière drastique par les protéases, les produits chimiques 

et d'autres mécanismes de clairance. Toutefois, comme nous l�illustrent les exemples du § I.1.1, 

les protéines peuvent faire l�objet d�une modulation des propriétés pharmacodynamiques via la 

modification de leur surface sans interférer avec les propriétés de liaison à la cible 

thérapeutique.  

 

Un second inconvénient des protéines thérapeutiques est qu�elles peuvent induire une réponse 

immunitaire conduisant à la neutralisation de ces protéines et pouvant même causer des 

réactions nocives chez le patient. Par exemple, une forme tronquée et pégylée de la 

thrombopoïétine (MGDF-PEG ; MGDF pour Megakaryocyte Growth and Development Factor) 

a induit une réponse immunitaire chez certains patients qui a conduit à la neutralisation de la 

thrombopoïétine endogène, entraînant une anémie sévère et persistante à l�opposé de l'effet 

recherché consistant à augmenter la numération plaquettaire (Li et al., 2001).  Il convient de 

noter que des méthodes sont aujourd�hui en cours de développement pour moduler la réponse 

immunitaire des protéines thérapeutiques (Baker et Jones, 2007).  

 

Une autre limitation de l'utilisation des protéines thérapeutiques concerne les modifications 

post-traductionnelles telles que la glycosylation, la phosphorylation et le clivage protéolytique 

qui sont nécessaires à l'activité physiologique des protéines. Ces modifications nécessitent 

l'utilisation de cellules spécifiques qui sont capables d'exprimer et de modifier la protéine de 

manière appropriée. Par ailleurs, le système hôte doit permettre la production à grande échelle 

de la protéine recombinante afin de satisfaire la demande clinique, tout en maintenant l'activité 

et la stabilité de la protéine pour une durée de conservation prolongée. Les protéines 
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thérapeutiques impliquent souvent des coûts de production élevés pouvant limiter l'accessibilité 

aux patients ainsi que les applications cliniques. Un exemple d�une telle limitation concerne la 

production par voie recombinante de la !-glucocérébrosidase pour le traitement de la maladie 

de Gaucher dont le coût est supérieur à 100,000 US$ par patient et par an (Gross, 2002).   

 

Cependant, les possibles inconvénients des protéines dans le contexte thérapeutique n�ont pas 

freiné les développements dans ce domaine et leur potentiel important a au contraire stimulé les 

recherches visant à résoudre les inconvénients de cette classe de molécules pour les 

applications thérapeutiques.  

 

I.2 Les Anticorps 

  Outre les protéines recombinantes, les entités biopharmaceutiques comptent une fraction 

sans cesse croissante d�anticorps (immunoglobulines, Ig). Depuis 2007, plus de 40 anticorps 

monoclonaux par an entrent en phase d�études cliniques. Les anticorps sont donc devenus la 

classe de médicaments-protéines à l�évolution la plus rapide, avec, au début de l�année 2011, 

28 anticorps thérapeutiques approuvés par la FDA sur le marché américain dont 10 anticorps 

pour le traitement de divers types de cancers, 14 pour le traitement de maladies 

immunologiques et 4 pour le traitement de maladies inflammatoires ou virales (Reichert, 2011). 

Deux autres anticorps thérapeutiques ont été approuvés par la FDA pour une commercialisation 

en dehors des USA. De plus, environ 240 anticorps sont en cours d�essais cliniques (Reichert, 

2010 ; Reichert, 2011). 

Les cibles naturelles des anticorps (les antigènes) sont des molécules de surface appartenant à 

des entités intruses (bactéries, virus), incluant des polypeptides et des carbohydrates. 

Cependant, grâce à leur variabilité illimitée, un nombre infini de molécules organiques sont des 

antigènes potentiels pouvant être capturés avec une très grande affinité et spécificité.  

Les anticorps conventionnels consistent en une paire de chaines lourdes H et une paire de 

chaines légères L plus courtes, reliées entre elles par un nombre variable de ponts disulfures 

(Figure I.1). La région Fab (Fragment antigen binding) d�un anticorps consiste en un domaine 

variable (VH) et un domaine constant (CH) d�une chaine lourde ainsi qu�un domaine variable 

(VL) et un domaine constant (CL) d�une chaine légère. Au sommet de la molécule, les régions 

hypervariables déterminant la complémentarité avec l�antigène (CDR) et qui sont au nombre de 
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trois dans chacun des domaines VH et VL, forment le paratope ou site de reconnaissance de 

l�antigène. La région Fc d�un anticorps est constituée des domaines constants (CH) de chaines 

lourdes ; elle permet de maintenir la stabilité et est impliquée dans diverses fonctions du 

système immunitaire telles que l�activation du système du complément et la liaison aux 

récepteurs Fc$R sur des cellules cibles permettant l�élimination du pathogène par phagocytose 

(par le biais des macrophages) ou par un phénomène de cytotoxicité (par le biais des 

lymphocytes)  (Nuttall et Walsh, 2008). 

En fonction de leur origine, les anticorps peuvent être monoclonaux (mAb) ou polyclonaux 

(pAb). Les anticorps polyclonaux sont purifiés à partir du sérum d�animaux immunisés ; c�est 

un ensemble de variants d�anticorps qui se lient à différents épitopes d�un antigène cible, et 

sont peu spécifiques. Les anticorps monoclonaux sont constitués d�un variant unique 

d�anticorps dérivé d�une lignée cellulaire unique (hybridome) ; les anticorps monoclonaux se 

lient à un seul épitope sur un seul antigène, et sont donc plus spécifiques que les anticorps 

polyclonaux.  

 

I.2.1 Applications 

Les anticorps sont souvent utilisés dans les laboratoires de biochimie pour des tests de 

diagnostique de routine tels que l�ELISA et le Western blot. Dans le cadre médical, ces tests 

sont généralement utilisés pour la détection de maladies infectieuses et parasitaires. Le test 

ELISA est également utilisé pour le criblage de routine des aliments et échantillons 

environnementaux pour détecter une contamination chimique et microbienne. Le test de 

grossesse est un exemple connu de test diagnostique peu cher et facile à utiliser, qui repose sur 

l�utilisation d�anticorps pour la détection de l�hormone chorionique gonadotrope HCG 

(Cabrera, 1969). Le nombre de tests diagnostiques disponibles a rapidement augmenté ces dix 

dernières années, par exemple, en 2004 la FDA a approuvé le premier test rapide pour la 

détection du virus de l�immunodéficience humaine (HIV) dans les fluides oraux (Branson, 

2004).  

 

Cependant, une des applications les plus développées des anticorps est actuellement leur 

utilisation comme agents thérapeutiques. Muromonab-CD3 (Orthoclone OKT3), un anticorps 

anti-CD3, est le 1er anticorps monoclonal murin à avoir été approuvé par la FDA en 1986 en 
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tant qu�agent thérapeutique pour éviter le rejet d�organe après transplantation (Goldstein et al., 

1985). L�administration de ces anticorps murins est cependant soumise au risque d�une réponse 

immune non désirée (immunogénicité) et d�autres effets secondaires (Waldmann, 2003). Les 

effets secondaires de ces anticorps devaient être réduits et c�est seulement en 1994 que le 2ème 

mAb Abciximab (ReoPro), un anticorps chimérique anti-GPIIb/IIIa, a reçu l�approbation de la 

FDA.       

Les anticorps sont également utilisés pour l�administration ciblée des médicaments. A cet effet, 

les mAb sont marqués par des radio-isotopes ou des médicaments toxiques, combinant la 

spécificité de l�anticorps avec une toxicité élevée due à leur marquage. Deux radio-

immunoconjugués (Ibritumomab tiuxetan (Zevalin) et Tositumomab-131I (Bexxar), deux 

anticorps anti-CD20) ont été approuvés par la FDA (Wu et Senter, 2005), tandis que le seul 

conjugué avec une toxine ayant été approuvé par la FDA (Gemtuzumab ozogamicin 

(Mylotarg), un anti-CD33) a récemment été retiré du marché du fait d�inquiétudes relatives à 

l�innocuité du produit et aux bienfaits cliniques pour les patients (FDA, 2010). Les radio-

immunoconjugués peuvent également être utilisés pour l�imagerie in vivo des tumeurs, afin 

d�évaluer le ciblage ou le succès de la thérapie. La liaison spécifique des anticorps à leurs 

cibles permet un bon rapport signal/bruit. Mais, dans ce contexte, leur demi-vie plasmatique 

élevée constitue un inconvénient pour la qualité des images obtenues aux temps courts. 

 

I.2.2 Atouts des anticorps 

Il existe plusieurs raisons au succès remarquable des anticorps en tant que classe de 

médicaments biologiques. Ils peuvent être rapidement générés contre une large gamme de 

molécules cibles (antigènes ou haptènes), soit par immunisation classique d�animaux suivie par 

des protocoles pour la préparation d�anticorps monoclonaux, ou plus récemment par sélection 

in vitro à partir de bibliothèques de gènes synthétiques ou clonés (Gebauer et Skerra, 2009).  

De plus, ils possèdent des spécificités remarquables pour leurs cibles, avec des affinités souvent 

dans la gamme du nanomolaire au picomolaire, surpassant ainsi la plupart des médicaments 

chimiques, et les rendant appropriés pour les applications diagnostiques et thérapeutiques. Par 

ailleurs, ils ont une structure large et complexe, qui leur permet de se lier aux antigènes et de 

recruter de façon simultanée des composants du système immunitaire, ce qui constitue une 

propriété essentielle dans certaines formes d�immunothérapie (Lutterotti et Martin, 2008). 
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De nos jours, les avancées technologiques ont permis la production hétérologue 

d�anticorps chimériques en fusionnant des domaines variables murins responsables de l�activité 

de liaison avec des domaines constants humains, conduisant au développement d�une nouvelle 

génération d�anticorps thérapeutiques (Neuberger et al., 1985). Ces anticorps chimériques sont 

d�origine humaine à 70% et possèdent une portion Fc entièrement humaine, ce qui les rend 

considérablement moins immunogéniques chez l�homme, et leur permet d�interagir avec les 

cellules effectrices humaines et la cascade du complément. Un exemple d�anticorps chimérique 

ayant rencontré un grand succès dans la thérapie du cancer est celui utilisé dans le Rituximab 

(Mabthera), un anti-CD20 destiné au traitement des lymphomes non hodgkiniens à cellules B 

exprimant l�antigène de surface CD20 (Schulz et al., 2007). Par la suite, il est devenu possible 

de créer des anticorps humanisés en remplaçant les CDR d�un anticorps entièrement humain 

par des CDR d�origine murine (Almagro et Fransson, 2008). Ces anticorps humanisés, 

d�origine humaine à 85-90%, ont moins d�effets secondaires que les anticorps chimériques et 

une immunogénicité réduite. L�état de l�art actuel porte sur des anticorps entièrement humains 

grâce au développement des méthodes de sélection in vitro, notamment la technique du « phage 

display » et plus récemment celle du « ribosome display ». Une approche complémentaire pour 

créer des anticorps entièrement humains consiste à les produire via des souris transgéniques 

portant un locus Ig humain (Lonberg, 2008a ; Lonberg, 2008b).   

 

Le succès des anticorps en tant qu�agents thérapeutiques s�explique également par 

l�industrialisation des technologies de production des anticorps permettant de fournir des 

quantités suffisantes en anticorps, rendant possible l�utilisation de doses plus élevées chez les 

patients. Par ailleurs, l�expression de fragments d�anticorps chez E. coli a connu une avancée 

technologique permettant une production en fermenteur à haut rendement (gramme/litre) 

(Carter et al., 1992), dont l�exemple est le médicament Ranibizumab (LucentisÆ), un anti-

VEGF pour le traitement de la dégénérescence maculaire humide. 

 

Concernant les aspects pharmacocinétiques, les anticorps sont de larges molécules qui sont 

caractérisées par une très longue demi-vie dans le sérum, allant de plusieurs jours à plusieurs 

semaines (Chames et al., 2009) ; ils dépassent de loin le seuil de clairance rénale (70 kDa), leur 
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évitant ainsi d�être éliminés par les glomérules rénaux. De plus, la portion Fc des molécules 

IgG peut interagir avec divers récepteurs exprimés à la surface de plusieurs types cellulaires, ce 

qui augmente leur rétention dans la circulation. Par ailleurs, comme décrit au § I.1.1, la portion 

Fc peut interagir avec le récepteur Fc néonatal (FcRn) exprimé à la surface de plusieurs types 

cellulaires ce qui permet d�augmenter la demi-vie dans le sérum des IgG et albumines (qui 

représentent 90% des protéines sériques) d�un jour et jusqu�à plusieurs semaines. 

 

L�efficacité et l�innocuité cliniques des anticorps ont été bien établies, incluant les aspects de 

spécificité pour l�épitope, l�immunogénicité, la pharmacocinétique et les fonctions effectrices 

associées à l�immunité, impliquant une acceptation générale par les médecins et les patients.  

 

I.2.3 Limitations des anticorps  

L�utilisation croissante des anticorps a permis de mettre plusieurs inconvénients en 

évidence. Du fait de leur structure compliquée, les anticorps peuvent être soumis à la 

dégradation, agrégation, modification (comme l�oxydation ou la déamidation) et dénaturation. 

Leur utilisation est par conséquent limitée à des conditions semblables à leur environnement 

physiologique. En présence de solvants organiques, ou dans des conditions non physiologiques 

(température élevée, pH élevé et une concentration élevée en sel), ils perdent généralement 

leurs fonctions.  

 

Les anticorps n�ont pas encore été produits avec succès dans des hôtes microbiens ; ceci est dû 

à leur composition compliquée, comprenant quatre chaînes polypeptidiques, des glycosylations 

au niveau des chaînes lourdes, et au moins un pont disulfure ayant un rôle structural essentiel 

dans chacun des divers domaines Ig. Ainsi, les anticorps entiers nécessitent une production 

dans les systèmes d�expression eucaryotes, impliquant des lignées cellulaires de mammifères 

(cellules d�ovaires de hamster chinois CHO et cellules embryonnaires de rein humain HEK) 

transfectées de façon stable, dont l�optimisation et la fermentation est laborieuse et coûteuse. 

De plus, la plupart des études montrent que ces molécules doivent être injectées en grandes 

quantités afin d�atteindre une efficacité clinique (par exemple : 6 à 12 g/patient pour le 

Rituximab) (Chames et al., 2009). La production de ces anticorps nécessite donc l�utilisation de 

très grandes cultures de cellules de mammifères suivies par des étapes de purification 
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extensives, conduisant à des coûts de production élevés et limitant ainsi l�utilisation de ces 

médicaments.  

 

De plus, la grande taille caractéristique des anticorps rend difficile la pénétration dans les 

tumeurs solides. En effet, à l�exception des maladies et cancers hématologiques, les anticorps 

thérapeutiques doivent pénétrer dans les tissus et la matrice extracellulaire afin d�atteindre leurs 

cellules cibles. La pénétration tissulaire, en particulier dans le cas des tumeurs solides, est un 

paramètre essentiel, limitant dans la plupart des cas l�efficacité globale du traitement. Or les 

larges molécules telles que les anticorps diffusent faiblement, atteignant donc difficilement les 

tumeurs. En effet, dans des modèles murins de xénogreffe, les mAbs dirigés contre des 

antigènes tumoraux spécifiques restent en majorité dans le sang et une proportion maximale de 

20% de la dose administrée interagit avec la tumeur (Beckman et al., 2007). Ceci représente 

probablement une des limitations majeures rencontrées par les mAbs. Ainsi, sur neuf anticorps 

acceptés pour le traitement des tumeurs, seuls trois (Trastuzumab, Cétuximab, Panitumumab) 

ont pour cible un marqueur exprimé dans les tumeurs solides, ces dernières représentant 

pourtant 85% des cancers (Chames et al., 2009). Un autre facteur limitant la pénétration des 

anticorps dans les tumeurs est l�effet de barrière dû aux sites de liaison. En effet, les anticorps 

très affins se lient fortement à leurs antigènes dès leur première mise en présence à la périphérie 

de la tumeur, ils ne peuvent pas pénétrer plus en profondeur dans la tumeur jusqu�à ce que 

toutes les molécules d�antigènes soient saturées à la périphérie. En revanche, des molécules 

ayant une affinité modérée seront libérées de ces antigènes et pourront alors pénétrer en 

profondeur dans la tumeur (Fujimori et al., 1990). Adams et ses collaborateurs ont étudié la 

biodistribution dans une tumeur d�une série de mutants de ScFv (Single chain Fragment 

variable) radiomarqués ayant des affinités pour leur cible HER-2/neu comprises entre 10-6 et 

10-11 M. Les résultats obtenus ont démontré que le mutant ScFv ayant la plus faible affinité 

entraine une coloration diffuse de la tumeur tandis que le mutant ayant l�affinité la plus élevée a 

été retenu dans les régions périvasculaires de la tumeur (Adams et al., 2001). 

Par ailleurs, lorsqu�ils sont administrés par voie intraveineuse, les anticorps peuvent avoir des 

demi-vies de plusieurs semaines (Carter, 2006). Une longue demi-vie est requise pour certaines 

applications car elle augmente l�efficacité et réduit la dose requise. D�un autre côté, pour 

d�autres applications, des demi-vies courtes sont nécessaires, par exemple lorsqu�une clairance 

rapide d�immunoconjugués toxiques est requise pour réduire une exposition de tout le corps. 
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Ceci est également vrai dans le contexte de l�imagerie diagnostique utilisant des radio-isotopes 

à vie courte comme le technétium 99m où une demi-vie biologique courte contribue à un 

meilleur rapport signal/bruit. Des radio-conjugués à demi-vie plasmatique courte utilisés en 

radiothérapie pourront également posséder une moindre radiotoxicité.  

 

Les observations faites au cours de ces dernières années concernant les inconvénients des 

anticorps ont poussé de nombreuses équipes à explorer des protéines alternatives ayant la 

capacité de reconnaître les antigènes de façon spécifique et de s�y fixer de manière affine. Ceci 

a d�abord conduit au développement d�une gamme de différents fragments d�anticorps, 

principalement le fragment Fab (une chaîne légère et la moitié d�une chaîne lourde, d�une taille 

d�environ 50 kDa) et le fragment ScFv (deux domaines variables VH et VL, d�une taille 

d�environ 25 kDa), qui peuvent être simplement préparés en raccourcissant le cadre de lecture 

des gènes Ig clonés (Figure I.1). Les limitations relatives à la taille sont ainsi dépassées, et ces 

fragments d�anticorps peuvent être produits dans des hôtes microbiens. Ces fragments étant 

plus petits, ils peuvent pénétrer plus en profondeur dans les tumeurs ; de plus, les demi-vies 

peuvent être adaptées (Carter, 2006). Cependant, l�élimination de fragments d�anticorps qui ne 

sont pas directement impliqués dans la liaison à la cible peut affecter l�affinité de manière 

négative. De plus, les fragments d�anticorps ont tendance à s�agréger, ce qui les rend difficiles à 

purifier (Holliger et Hudson, 2005).  

 

Parmi les alternatives aux fragments d�anticorps, on cite également les domaines uniques 

d�anticorps sdAb, appelés Nanobody et développés par la compagnie Ablynx (Hey et al., 2005). 

Un sdAb consiste en un domaine variable monomérique d�anticorps. De façon similaire à un 

anticorps entier, ce domaine est capable de se lier sélectivement à un antigène spécifique. Avec 

un poids moléculaire de 12 à 15 kDa seulement, les domaines uniques d�anticorps sont plus 

petits qu�un anticorps entier de 150 à 160 kDa, qu�un fragment Fab et qu�un fragment ScFv. 

Les premiers sdAb ont été construits à partir du domaine variable de la chaîne lourde 

d�anticorps isolés à partir de camélidés, et appelés fragments VHH (Hamers-Casterman et al., 

1993), ou isolés à partir de poissons cartilagineux et nommés fragments VNAR (Greenberg et al., 

1995) (Figure I.1). Même si la recherche est fondée en grande partie sur l�utilisation de 

domaines variables de chaînes lourdes, des nanobodies dérivés de domaines variables de 

chaînes légères ont montré des spécificités de liaison à des épitopes cibles. Ces domaines sont 
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plus résistants à la température et sont stables en présence de détergents à fortes concentrations 

en urée. Leur faible masse moléculaire permet une meilleure perméabilité dans les tissus, et une 

demi-vie dans le plasma plus courte grâce à une élimination rénale rapide. Les sdAb sont 

capables de se lier à des antigènes cachés qui ne sont pas accessibles à des anticorps entiers, 

comme les sites actifs d�enzymes, et ceci grâce à leur boucle CDR3 étendue (Lauwereys et al., 

1998). Ces domaines ont révélé des affinités nanomolaires et des spécificités de liaison pour 

des haptènes et plusieurs protéines telles que les facteurs de transcription, les cytokines et les 

marqueurs tumoraux. Certaines molécules sdAb sont en cours de développement préclinique 

pour des maladies cardiovasculaires telle que la molécule ALX-0081 développée par la société 

Ablynx, ainsi que pour l�arthrite rhumatoïde et le psoriasis telle que la molécule Dom-

0200/Art621 développée par la société Domantis (Wurch et al., 2008). Un domaine VHH 

conjugué à la !-lactamase est également en cours d�essais précliniques pour le traitement de 

cancers (Cortez-Retamozo et al., 2004).    
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Figure I.1 : Anticorps IgG et fragments d�anticorps. A : Représentation schématique d�un anticorps IgG, d�un fragment Fab, 
d�un fragment ScFv et d�un domaine sdAb (VH issu d�un anticorps humain, VHH issu d�un anticorps de camélidés ou VNAR 
issu d�un anticorps de requins). B : Structure 3D d�un anticorps monoclonal IgG de souris (Code PDB 1IGY) montrant les 

fragments Fab et ScFv. Le domaine VNAR représenté est issu d�une Ig de requin (Code PDB 1VES).  
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I.3 Alternatives aux anticorps : les plates-formes génériques 

Les limitations des anticorps et des fragments d�anticorps ont grandement stimulé la 

recherche d�approches alternatives. Une première catégorie de méthodes aujourd�hui bien 

explorées est fondée sur le transfert d�un site de liaison universel comme celui rencontré dans 

les anticorps sur une architecture protéique alternative, désignée par le terme de plate-forme. 

Ce terme a acquis une signification unique dans le contexte de l�ingénierie des protéines. Il 

décrit un squelette polypeptidique possédant une grande tolérance aux modifications telles que 

les insertions, délétions ou substitutions multiples. La plate-forme acquiert certaines nouvelles 

propriétés tandis que son intégrité structurale globale et son comportement physicochimique 

originel restent conservés. Cette propriété adoptée de novo comprend généralement mais non 

exclusivement la spécificité de liaison pour une molécule cible prédéfinie. Les dix dernières 

années ont vu la découverte, le développement et l�utilisation de plusieurs de ces plates-formes. 

Ces plates-formes protéiques alternatives, non apparentées aux anticorps, forment un groupe 

très hétérogène de molécules ayant des origines, des tailles, des propriétés et des structures très 

différentes.  

 

I.3.1 VLRs 

Les récepteurs variables de lymphocytes (VLRs) sont d�un intérêt particulier du fait de 

leur utilisation par les lamproies (vertébrés sans mâchoires) à la place des IgG dans la réponse 

immunitaire adaptative (Caravella et Lugovskoy, 2010). Les VLRs représentent le seul système 

immunitaire adaptatif connu qui ne soit pas basé sur les immunoglobulines, cependant, leurs 

propriétés de liaison aux antigènes restent très peu connues.  
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Figure I.2: Structure 3D d�un VLR (Code PDB 2O6S) représenté en mode cartoon en dégradé de couleurs de l�extrémité N-
terminale (bleu) à l�extrémité C-terminale (rouge). Les différents modules constituant la molécule de VLR sont indiqués : 

LRRNT, LRR1, LRRV1 à 3, LRRVe, LRRCP et LRRCT.  

 

Les VLRs sont très différents des immunoglobulines. Ce sont des monomères d�environ 270 

acides aminés alors que les immunoglobulines sont des tétramères dont la totalité représente 

environ 1330 acides aminés. Comme les Ig, ces récepteurs possèdent une partie variable et une 

partie constante et sont fabriqués par des cellules qui ont une ressemblance morphologique 

avec les lymphocytes des vertébrés à mâchoire. Les VLRs sont constitués de segments riches 

en leucine (LRR) hautement diversifiés. Il existe deux types de gènes VLR : les VLRA et les 

VLRB.  Pour former les récepteurs fonctionnels matures, les gènes VLR des lignées germinales 

subissent des recombinaisons d�ADN où chaque VLR est assemblé à partir de plusieurs 

cassettes codant pour des LRR. Chaque VLR mature est caractérisé par une région de diversité 

unique constituée de plusieurs modules LRR ayant des séquences hautement variables : un 

LRR N-terminal de 27 à 34 résidus (LRRNT), un LRR de 25 résidus (LRR1), de 1 à 9 modules 

LRR de 24 résidus (LRRVs), un LRRV final (LRRVe), un LRR tronqué de 16 résidus (CP pour 

« connecting peptide ») et un LRR C-terminal de 48 à 63 résidus (LRRCT). Les LRRNT et 

LRRCT sont stabilisés par 2 ponts disulfures permettant de protéger les deux extrémités de la 

région de diversité. L�assemblage des VLRs par insertions séquentielles de cassettes LRR avec 

des phénomènes fréquents de recombinaisons au niveau des extrémités des modules LRR 

génère un vaste répertoire de récepteurs estimé à plus de 1014 VLRs uniques, ce qui est 

comparable aux anticorps de mammifères. Ces VLRs représentent donc une excellente 
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alternative aux anticorps pour des applications biotechnologiques. Tasumi et al. ont récemment 

isolé des VLRs monoclonaux de lamproies et ont démontré qu�ils peuvent sélectionner des 

variants qui se lient à différentes cibles avec une grande affinité (Tasumi et al., 2009).  

 

En 2012, les travaux de Lee et ses collaborateurs (Lee et al., 2012) ont porté sur la conception 

de nouvelles plates-formes basées sur des VLRs. Dans un 1er temps, un module LRRV 

consensus de 24 résidus a été conçu en analysant les résidus conservés des modules LRR des 

VLRs grâce à des alignements de séquences de 1000 modules LRR à partir de plusieurs 

banques de données. La séquence consensus est constituée de 10 résidus parfaitement 

conservés et 5 résidus variables notés x qui peuvent être modifiés afin de générer des ligands 

pour diverses cibles. Une plate-forme modèle VLRc-5 a été construite à partir de 5 modules 

LRRV consensus et des motifs N et C-terminaux des VLRs présents dans la nature. Cette plate-

forme a été exprimée sous forme soluble chez E. coli avec un niveau d�expression de 2 mg/L. 

Afin d�augmenter le niveau d�expression, les domaines LRRV2-5, LRRVe, CP et LRRCT de la 

plate-forme modèle ont été fusionnés aux domaines LRRNT, LRR1 et LRR2 de l�internalin-B, 

dont la structure en hélice " favorise le repliement. La plate-forme ainsi conçue (Figure I.3) a 

été nommée Repebody et son niveau d�expression chez E. coli est passé à 60 mg/L.  

 

 

Figure I.3 : Conception de la molécule Repebody à partir de l�internaline B et de la plate-forme modèle VLRc-5 (Lee et al., 
2012). 

 

Une approche structurale a permis de concevoir un Repebody spécifique de la protéine de 

différentiation myéloïde-2 (MD2) (Lee et al., 2012). Un modèle de la plate-forme Repebody a 
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été superposé à la structure cristallographique de TV3 (protéine hybride comprenant les 

modules LRR du récepteur Toll-like 4 humain et un VLR de myxine) en complexe avec MD2, 

et les résidus de Repebody interagissant avec MD2 (11 résidus) ont été identifiés et mutés. La 

plate-forme MD2-Repebody ainsi conçue a été exprimée chez E. coli et a montré une affinité 

de liaison pour MD2 de 388 nM par analyse SPR. La même approche a été appliquée afin de 

concevoir un Repebody spécifique du lysozyme d��uf de poule (HEL) en superposant la 

structure cristallographique de MD2-Repebody à celle du complexe VLR/HEL (Lee et al., 

2012). Neuf résidus ont été identifiés sur MD2-Repebody et mutés, et les domaines CP et 

LRRCT de MD2-Repebody ont été remplacés par ceux de VLR car ceux-ci participent à 

l�interaction avec HEL. L�affinité de liaison de HEL-Repebody pour HEL a été estimée à 3,7 

µM par analyse calorimétrique (ITC). Afin de démontrer l�applicabilité de Repebody à d�autres 

cibles protéiques, des Repebodies ont été générés pour l�interleukin-6 à partir d�une 

bibliothèque de variants de Repebody construite en faisant varier les résidus au niveau des sites 

hypervariables des modules LRRV. Trois clones montrant les signaux les plus élevés en activité 

de liaison dans un test ELISA phage ont été isolés, les trois Repebodies sélectionnés ont été 

exprimés chez E. coli et leurs affinités de liaison pour IL-6 déterminées par ITC sont de 48 nM, 

89 nM et 117 nM. Ces résultats montrent que la plate-forme Repebody peut être largement 

utilisée pour générer des ligands ayant des affinités et des spécificités élevées pour une variété 

de cibles, grâce à une approche combinant la conception fondée sur la structure et la sélection 

par phage display.      

 

I.3.2 Adnectins 

Les Adnectins constituent une nouvelle famille de protéines thérapeutiques, dérivées du 

10ème domaine de fibronectine humaine de type III (10Fn3), et conçues pour se lier à des cibles 

d�intérêt thérapeutique avec une grande affinité et spécificité. La fibronectine est une 

glycoprotéine extracellulaire ubiquitaire qui joue un rôle majeure dans l�adhérence cellulaire. 

Elle présente de nombreux sites de liaison pour des protéines de la matrice extracellulaire 

(comme le collagène, la thrombospondine), des récepteurs membranaires (tels que les 

intégrines), des protéines du sang circulant (comme la fibrine), des glycosaminoglycanes 

(comme l�héparine et le chondroïtine-sulfate). D�un point de vue structural, la fibronectine est 

un long polypeptide à chaîne unique comprenant des domaines de type I, II et III séparés par de 
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courtes séquences de liaison, avec une interaction limitée entre les domaines adjacents (Figure 

I.4). 

La fibronectine humaine de type III (Fn3), et en particulier, le 10ème domaine de fibronectine 

humaine de type III (10Fn3) est actuellement l�une des plates-formes les plus largement 

utilisées. Ce domaine de petite taille (10 kDa) appartient à la classe de protéines plates-formes 

en sandwich b proche des immunoglobulines. 

 

 

Figure I.4 : Structures des domaines de fibronectine. En haut : Organisation des différents domaines de fibronectine. En bas : 
Structure 3D du 10ème domaine de fibronectine humaine de type III ou 10Fn3 (Code PDB 1TTG). La protéine est représentée 

en mode cartoon et coloriée en fonction de la structure secondaire : les boucles en vert et les feuillets en jaune. 

 

La structure en sandwich ! du domaine 10Fn3 (Figure I.4) consiste en sept feuillets ! 

antiparallèles avec trois boucles accessibles au solvant, reliant les feuillets à chaque extrémité 

du domaine (Dickinson et al., 1994). Malgré une absence d�homologie de séquence 

significative, le domaine 10Fn3 possède une structure similaire aux domaines variables des 
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anticorps (Main et al., 1992). Ce domaine 10Fn3 est caractérisé par une structure stable grâce à 

la présence d�un c�ur hydrophobe et possède une grande thermostabilité en conditions 

réductrices (Plaxco et al., 1997). Contrairement aux anticorps dont les feuillets ! des domaines 

variables sont liés par un pont disulfure, le domaine 10Fn3 ne contient pas de ponts disulfures 

ni de cystéines libres ; il ne nécessite pas de modifications post-traductionnelles et peut donc 

être produit dans les systèmes bactériens avec des rendements importants.  

 

En vue de concevoir des adnectins à partir de domaines 10Fn3 modifiés, les boucles BC, DE et 

FG de 10Fn3, dont les structures sont analogues aux CDR H1, H2 et H3 des anticorps, ont été 

considérées comme candidats évidents pour la diversification afin de générer des surfaces 

artificielles de liaison aux cibles d�intérêt. Il en est de même pour les trois boucles situées à 

l�extrémité opposée de 10Fn3 (Bloom et Calabro, 2009). Initialement, des bibliothèques 

d�adnectins ont été réalisées par Koide et al. en introduisant entre 10 et 20 mutations au niveau 

de deux des trois boucles BC, DE et FG exposées en surface de la molécule. Le criblage de ces 

bibliothèques a été réalisé en utilisant la technique du « phage display », et a permis de 

sélectionner des protéines qui lient l�ubiquitine avec une affinité micromolaire (Koide et al., 

1998). Dans une étude plus récente, des bibliothèques d�adnectins ont été réalisées par Xu et al. 

en faisant varier les trois boucles BC, DE et FG. Le criblage de ces bibliothèques a été réalisé 

en utilisant la technique de « mRNA display », et a permis de sélectionner des adnectins qui 

lient le TNF-" avec une affinité sub-nanomolaire après maturation de l�affinité (Xu et al., 

2002). Le criblage d�une bibliothèque plus large mais conçue de la même façon par le 

laboratoire « AdNexus Therapeutics » a permis de sélectionner la 1ère molécule à application 

thérapeutique : une adnectin anti-angiogénique accrochée à une molécule de PEG, nommée CT-

322, qui se lie au récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire VEGF-R2 avec 

une grande affinité (Kd = 11 nM) et qui bloque son interaction avec VEGF A, C et D, inhibant 

la formation de nouveaux vaisseaux sanguins dans les tumeurs (Mamluk et al., 2010). Cette 

molécule est actuellement en phase II d�essais cliniques pour le traitement des glioblastomes 

multiformes, du cancer du poumon et du cancer colorectal métastatique (Dineen et al., 2008 ; 

Mamluk et al., 2010).    
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Des criblages de bibliothèques plus sophistiquées ont permis la construction d�adnectins à 

domaines multiples, chaque domaine contribuant à la spécificité de liaison pour des cibles 

différentes. En effet, un des avantages caractéristiques des molécules dérivées des domaines 

10Fn3 modifiés est qu�elles se prêtent naturellement à la multimérisation permettant de générer 

des molécules de liaison multifonctionnelles. Ainsi, un enchaînement d�adnectins 

génétiquement liées, ayant différentes spécificités, imite l�arrangement naturel des domaines de 

fibronectine ; les domaines de liaison individuels des adnectins sont donc susceptibles d�avoir 

un repliement, une stabilité et une fonction indépendants. Un exemple de ce type d�adnectin 

consiste en une adnectin dont le domaine N-terminal se lie au récepteur du facteur de 

croissance épidermique avec une affinité de 0,7 nM et une adnectin dont le domaine C-terminal 

se lie au récepteur du facteur de croissance de type 1 analogue à l�insuline avec une affinité de 

0,1 nM, conduisant à des effets antiprolifératifs à travers deux voies séparées (Emanuel et al, 

2010). Emanuel et al. ont développé deux adnectins individuelles optimisées, l�une spécifique 

de EGFR et l�autre de IGFR, et ont construit à partir de ces molécules une protéine unique : une 

adnectin bispécifique ciblant à la fois EGFR et IGFR (EI-tandem), et ayant un effet 

antiprolifératif sur des lignées cellulaires cancéreuses humaines (Emanuel et al, 2010).  

 

I.3.3 Avimers  

Les avimers (pour avidity multimers) sont des protéines artificielles constituées de 

multimères de domaines A. Les domaines A existent sous forme d�une succession de multiples 

domaines dans divers récepteurs membranaires. Ces domaines se lient à une centaine de cibles 

différentes connues, telles que des petites molécules, des protéines et des virus.  
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Figure I.5 : Schéma représentant les domaines A. De haut en bas : Organisation des domaines A dans des récepteurs humains ; 
vue agrandie de la structure 3D d�un domaine A (Code PDB 1AJJ). La protéine est représentée en mode cartoon et coloriée en 
fonction de la structure secondaire : les boucles en vert, les hélices en rouge et les feuillets en jaune. L�atome de calcium est 

représenté en sphère mauve. Un linker permet de relier deux domaines A entre eux.   

 

Chaque domaine A comprend une séquence de 30 à 35 acides aminés (environ 4 kDa) ; cette 

structure est rigide, stabilisée par 3 ponts disulfures et par la présence de 4 résidus liant un ion 

calcium. Ainsi, un motif conservé de 12 acides aminés seulement est requis pour cette structure 

commune. Les 28 autres positions non conservées peuvent être comparées aux 25 à 30 

positions hypervariables contenues dans les six régions hypervariables d�un anticorps 

déterminant la complémentarité avec l�antigène (CDR). 

 

Les domaines A sont connectés entre-eux par des peptides-linker d�environ 5 acides aminés. 

Chaque domaine A peut se lier à un épitope de la protéine cible. La combinaison de domaines 

se liant à différents épitopes de la même protéine permet d�augmenter l�affinité pour cette 

protéine, un effet connu sous le terme avidité. Par ailleurs, ces domaines peuvent être dirigés 

contre des épitopes sur des protéines cibles différentes. Cette approche est similaire à celle 

utilisée dans le développement d�anticorps monoclonaux bispécifiques. Silverman et al. ont 

montré que le fait de combiner plusieurs domaines A différents permet de générer des avimers 

ayant des affinités picomolaires et même sub-picomolaires (Silverman et al., 2005).

Malgré la présence de 6 cystéines dans le domaine A formant 3 ponts disulfures, des avimers 
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contenant plus de huit domaines A avec un total de 48 cystéines peuvent être produits dans le 

cytoplasme d�E. coli puis correctement repliés, donnant des rendements > 1 g/L. Ces avimers 

montrent une meilleure stabilité thermique comparés aux anticorps, mais une demi-vie dans le 

plasma limitée à cause de leur taille plus petite. La demi-vie plasmatique peut être améliorée en 

les liant à des anticorps. Ainsi, Silverman et al. montrent que la fusion d�un domaine IgG à 

l�extrémité N-terminale d�un avimer permet d�augmenter la demi-vie de celui-ci dans le plasma 

(Silverman et al., 2005).  

 

Cinq différents avimers ayant entre 2 et 3 domaines ont été sélectionnés permettant d�inhiber 

des cibles d�intérêt : IL-6, cMet, CD28, CD40L, BAFF, avec des affinités picomolaires. Par 

ailleurs, un avimer inhibant IL-6 avec un IC50 de 0,8 pM est biologiquement actif dans deux 

modèles animaux (Silverman et al., 2005). Un avimer trimérique AMG-220 (c326) ciblant la 

molécule IL6 et se liant à celle-ci avec une affinité de 25 nM (Silverman et al., 2005) est entré 

en 2006 en phase I d�évaluation clinique pour le traitement de la maladie de Crohn, mais 

actuellement aucune information concernant cette étude clinique n�est disponible. Notons que 

des anticorps inhibant cMet et CD28 ont été difficiles à obtenir, résultant du fait que la nature 

bivalente d�un anticorps entier conduit à la dimérisation du récepteur et à des effets agonistes 

indésirables. 

 

I.3.4 Affibody 

Les molécules affibody sont à l�origine dérivées du domaine B contenu dans la région 

de liaison à l�immunoglobuline de la protéine A de Staphylocoque, qui est constituée de cinq 

domaines homologues de liaison à l�Ig (E, D, A, B et C) capables de se lier au domaine Fc des 

anticorps de différentes espèces (Moks et al., 1986). Le domaine B est un peptide relativement 

petit, de 58 acides aminés, sans résidus cystéines. Ce domaine a une structure en 3 hélices ", et 

une dizaine d�acides aminés situés sur deux hélices " à l�interface du domaine sont impliqués 

dans l�activité de liaison de la protéine d�origine. 
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Figure I.6 : Schéma représentant de haut en bas : le domaine B de liaison à l�IgG de la protéine A ; le domaine Z ; une molécule 
affibody. La molécule affibody (Code PDB 1LP1) est représentée en mode cartoon et coloriée selon la structure secondaire : les 

boucles en vert et les hélices en rouge.  

 

La cinétique de repliement de ce domaine est l�une des plus rapides ayant été reportée. Les 

caractéristiques intéressantes telles que la petite taille, la cinétique rapide de repliement, la 

structure simple mais robuste et ne contenant pas de cystéines, la grande solubilité et une 

stabilité thermique relativement élevée ont fait de ce domaine une plate-forme de grand intérêt. 

Le domaine B a par la suite été muté au niveau de positions clé afin d�en améliorer la stabilité 

chimique, et le variant résultant a été nommé domaine Z. En effet, la séquence Asn28-Gly29 a 

été remplacée par la séquence Asn28-Ala29 afin de conférer au domaine Z résultant une 

résistance aux traitements par l�hydroxylamine et le bromure de cyanogène (Nilsson et al., 

1987). Ce domaine Z modifié a gardé son affinité pour la région Fc de l�anticorps alors que la 

très faible affinité pour la région Fab a été complètement perdue. L�exploitation du domaine Z a 

conduit à la construction de molécules appelées affibody avec une capacité de liaison à 

n�importe quelle cible donnée.  
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Contrairement aux anticorps monoclonaux qui doivent être générés par immunisation 

d�animaux de laboratoire combinée aux techniques d�hybridomes, la sélection de nouvelles 

protéines d�affinité basées sur des plates-formes non-immunoglobulines est réalisée à l�aide de 

bibliothèques combinatoires synthétiques et des systèmes de sélection in vitro (comme le 

« phage display »). Les bibliothèques d�affibody sont généralement construites par mutations 

aléatoires de 13 acides aminés au niveau des hélices 1 et 2 comprenant la surface de liaison au 

Fc du domaine Z. Grâce à l�utilisation de la technique du « phage display » suivie de criblage 

contre les cibles désirées, des molécules affibody montrant des activités de liaison spécifiques à 

une grande variété de protéines différentes (insuline, fibrinogène, transferrine, TNF-", IL-8, 

gp120, CD28, albumine sérique humaine, IgA, IgE, IgM, HER2 et EGFR) ont été générées, 

ayant des affinités comprises entre µM et pM (Nygren, 2008).    

 

Les molécules affibody peuvent être exprimées sous forme soluble et stable à la protéolyse 

dans diverses cellules hôtes, soit seules ou en fusion avec d�autres partenaires. Elles tolèrent les 

modifications et montrent une grande stabilité dans des conditions de température élevée 

(90°C), des conditions acides (pH 2,5) ou basiques (pH 11). La masse moléculaire de cette 

molécule est de 6 kDa environ, alors qu�un anticorps monoclonal a une masse de 150 kDa et 

qu�un domaine unique d�anticorps qui représente le plus petit type de fragment d�anticorps liant 

un antigène a une masse de 12-15 kDa. Grâce à leur petite taille et leur propriété de repliement 

rapide, les molécules d�affibody peuvent également être produites par synthèse peptidique ce 

qui rend possible l�incorporation de groupements tels que des sondes fluorescentes ou des 

groupements chélatants pour la liaison à un atome de métal radioactif. Par ailleurs, la petite 

taille de ces plates-formes rend possible la combinaison à des protéines de fusion avec 

différentes propriétés, tout en gardant une taille globale toujours plus petite qu�un anticorps 

entier. Des fusions de molécules affibody de même spécificité montrent des effets d�avidité lors 

de la liaison à la cible, et des fusions de molécules affibody de spécificités différentes 

permettent d�obtenir des protéines d�affinité bi ou multi-spécifiques.  

 

Les molécules affibody ont été exploitées dans divers domaines : diagnostique, thérapeutique, 

imagerie et biotechnologie (Löfblom et al., 2010). Elles ont été testées à des fins diagnostiques 

chez des patients ayant un cancer avec des métastases exprimant HER2. L�affibody ABY-025 

spécifique de HER2/neu est en cours de développement clinique pour le diagnostic des 
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tumeurs. Des études récentes indiquent que les molécules d�affibody sont parmi les traceurs les 

plus prometteurs pour l�imagerie moléculaire spécifique de HER2, comparées aux anticorps et 

aux fragments d�anticorps (Tolmachev, 2008). En biotechnologie, l�application la plus 

largement exploitée concerne la bioséparation par affinité. En effet, des molécules affibody 

avec de nouvelles spécificités ont été évaluées en tant que ligands sur des colonnes de 

chromatographie par affinité pour la purification de protéines, ciblant une grande variété de 

protéines différentes telles que l�apolipoprotéine A-1M, la Taq polymérase, la protéine G du 

virus respiratoire syncytial humain et le facteur VIII recombinant humain.  

 

I.3.5 Darpins 

Les DARPins (Designed Ankyrin Repeat Proteins) sont une autre classe de protéines 

d�origine humaine ayant été utilisées comme molécules affines et thérapeutiques, appartenant à 

la classe des protéines à répétitions. Les DARPins sont de petites protéines dérivées 

d�ankyrines naturelles, une classe de protéines qui intervient dans les interactions protéine-

protéine de haute affinité. Les répétitions d�ankyrine sont constituées de plusieurs unités 

répétitives en tandem, de 33 acides aminés chacune.  

 

 

Figure I.7 : Structure 3D d�un DARPin (Code PDB 1SVX). La protéine est représentée en mode cartoon et coloriée en fonction 
de la structure secondaire : les boucles en vert et les hélices en rouge.   

 

Chaque unité répétitive d�ankyrine est constituée d�un segment b, de deux hélices " et d�un 
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deuxième segment b, pour former une super-hélice à un tour, de pas à droite. Les unités 

ankyrine sont reliées par un coude en épingle à cheveux qui unit le segment b C-terminal d�une 

unité au segment b N-terminal de l�unité suivante. Ces motifs ankyrine sont présents dans un 

grand nombre de protéines, essentiellement d�origine eucaryote, ayant des fonctions diverses. 

La plupart des protéines contenant ce motif ont 4 à 6 répétitions. Les DARPins sont 

généralement constitués de quatre ou cinq unités répétitives d�ankyrine, formant un domaine 

protéique stable avec une grande surface d�interaction potentielle avec les cibles.  

 

Les DARPins possèdent plusieurs propriétés intéressantes telles que la stabilité 

thermodynamique grâce à un réseau de ponts salins au niveau de leur surface. De plus, leur 

stabilité augmente avec le nombre de répétitions. Comme les domaines fibronectine, les 

DARPins ne possèdent pas de cystéines ni d�oligosaccharides, et peuvent être optimisés par des 

techniques d�évolution in vitro. Les DARPins sont exprimés dans le cytoplasme d�E. coli sous 

forme soluble avec des rendements élevés. Par ailleurs, leur petite taille (entre 14 et 18 kDa) 

peut les rendre plus adaptés pour pénétrer dans les tumeurs, par rapport à un anticorps 

conventionnel (Zahnd et al., 2010). Zahnd et al. montrent qu�avec des DARPins ayant une 

masse de 14,5 kDa et des affinités entre 270 nM et 90 pM pour la cible HER2, l�accumulation 

dans les tumeurs est importante, alors qu�avec une construction contenant une fusion de deux 

DARPins (30 kDa), l�accumulation dans les tumeurs est significativement plus faible, similaire 

à celle observée avec des ScFv (Zahnd et al., 2010).  

 

Les DARPins ont été utilisés comme outils de recherche, agents diagnostiques et 

thérapeutiques. Le 1er candidat à application thérapeutique, MP0112, est un inhibiteur de VEGF 

et a été soumis au début de l�année 2010 aux tests cliniques pour le traitement de la 

dégénérescence maculaire humide et de l��dème maculaire diabétique. Par ailleurs, un 

DARPin de grande affinité pour le récepteur du facteur de croissance épidermique humain 2 

HER2 (90 pM) a été obtenu en utilisant la technique de présentation à la surface des ribosomes 

; Zahnd et al ont démontré que ce DARPin est très sensible pour la détection de HER2 dans des 

extraits carcinomiques humains (Zahnd et al., 2007). 
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I.3.6 Anticalins 

Les anticalins constituent une classe de protéines modifiées dérivées de lipocalines, une 

famille de protéines abondantes chez les hommes, les insectes, les bactéries et beaucoup 

d�autres organismes. Chez l�homme, il existe environ dix lipocalines différentes, la protéine 

plasmatique de liaison au rétinol étant la plus connue. Les lipocalines sont présentes dans le 

plasma et autres fluides corporels, et ont pour rôle le transport de vitamines, de stéroïdes ou de 

composés métaboliques (Flower, 1995). 

 

 
Figure I.8 : Structure 3D d�une molécule d�anticalin (Code PDB 3BX7). La protéine est représentée en mode cartoon et 

coloriée selon la structure secondaire : boucles en vert, hélices en rouge et feuillets en jaune. 

 

Les lipocalines se présentent toutes sous forme d�un tonneau b ouvert de structure très 

conservée, constitué de huit feuillets ! antiparallèles compactes et rigides qui s�enroulent 

autour d�un axe central. Au niveau de son extrémité ouverte, cette structure cylindrique 

supporte quatre boucles hypervariables, qui forment une entrée vers la poche pour la liaison à 

différentes molécules cibles. L�extrémité opposée du tonneau est fermée par de courtes boucles, 

et la forte densité des chaînes latérales d�acides aminés forme une région hydrophobe. Malgré 

une très faible homologie de séquence mutuelle, la structure en tonneau b est bien conservée 

parmi les 10 à 12 différentes lipocalines humaines. En revanche, la région en boucles autour de 

la poche de liaison aux cibles montre de grandes différences, en termes de séquence primaire, 

de longueur et de conformation des quatre segments polypeptidiques, ce qui est en accord avec 

les diverses spécificités de ligands observées pour cette famille.  
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Ainsi, de nouvelles protéines ayant des propriétés similaires aux anticorps, les anticalins, ont 

été générées à partir de lipocalines grâce à la grande plasticité structurale des sites de liaison de 

ces dernières. Comparées aux anticorps, les anticalins offrent plusieurs avantages grâce à leur 

petite taille, typiquement entre 160 et 180 résidus, une grande interface potentielle avec leurs 

cibles, une structure tertiaire robuste et une composition en chaîne polypeptidique unique, ainsi 

qu�une meilleure pénétration dans les tissus. Elles sont caractérisées par une grande 

thermostabilité qui rend ces protéines robustes (Schlehuber et Skerra, 2002), elles ne 

nécessitent pas de glycosylation ni la formation de ponts disulfures et peuvent être facilement 

produites dans des systèmes d�expression bactériens (Müller et Skerra, 1993). Etant dérivées de 

lipocalines humaines, un reformatage supplémentaire tel que le greffage de CDR lors de 

l�humanisation des anticorps n�est pas requis. Par ailleurs, leur propriété de liaison 

monovalente diminue le risque de liaisons croisées intermoléculaires non désirées. 

 

Une des applications thérapeutiques de l�anticalin est l�utilisation en tant qu�antidote 

permettant d�éliminer rapidement un composé toxique ou irritant du corps humain. Un variant 

de l�anticalin dirigé contre la digoxygénine, ayant une affinité améliorée et une constante de 

dissociation sub-nanomolaire, nommé « Digical », permet d�inverser complètement une 

intoxication causée par digitalis dans un modèle de cochon d�inde, démontrant ainsi l�efficacité 

in vivo de cette molécule comme antidote (Schlehuber et Skerra, 2005).  

 

La plupart des structures moléculaires actuellement considérées comme cibles d�intérêt dans le 

domaine biopharmaceutique concerne les protéines extracellulaires ou les récepteurs de surface 

cellulaire. Une deuxième application thérapeutique des anticalins concerne leur rôle 

d�antagonistes : ces molécules se lient à des récepteurs cellulaires, bloquant ainsi l�interaction 

de ces derniers avec leurs molécules de signalisation naturelles. Des bibliothèques d�anticalins 

construites sur la base de lipocalines humaines (afin de réduire les effets immunogéniques) ont 

donc été spécifiquement développées pour la reconnaissance d�antigènes protéiques, grâce à 

des mutations aléatoires au niveau de résidus situés à des positions exposées dans les boucles 

hypervariables (Skerra et Schlehuber, 2003).  A partir de ces bibliothèques, des anticalins ayant 

de grandes sélectivités et des affinités sub-nanomolaires ont été sélectionnées contre des 

antigènes protéiques tels que des récepteurs immunologiques comme le domaine extracellulaire 

de l�antigène No 4 du lymphocyte T cytotoxique CTLA-4 ou des facteurs de croissance comme 

le facteur de croissance endothélial vasculaire VEGF (Schlehuber et Skerra, 2005). Une 



PARTIE B  

CHAPITRE I : Ingénierie des protéines pour le développement de ligands  

 57 

molécule d�anticalin, nommée Prs-050 (Angiocal), ciblant le facteur VEGF-A, est entrée depuis 

Juin 2010 en phase I d�évaluation clinique dans diverses tumeurs solides.      

 

Les lipocalines naturelles ou génétiquement modifiées sont rapidement éliminées par filtration 

rénale à cause de leur petite taille (20 kDa), si elles circulent sous forme de protéines 

monomériques. Dans la perspective d�applications médicales nécessitant un traitement 

prolongé, la demi-vie des anticalins dans le plasma doit être augmentée, par combinaison à des 

protéines de fusion comme l�albumine sérique ou par PEGylation (Hohlbaum et Skerra, 2007). 

Ces techniques de fusion sont réalisables sans altérer l�activité de liaison car les extrémités N et 

C-terminales des anticalins sont accessibles et éloignées du site de liaison, à la différence des 

fragments scFv des anticorps dont l�extrémité N-terminale fait partie du paratope.  

 

I.3.7 Heat Repeat 

Les répétitions HEAT (abréviation pour Huntingtin � Elongation - A subunit � TOR) 

sont constituées de la répétition d'un motif structural formant deux hélices " antiparallèles et 

deux coudes arrangés autour d'un axe commun (Figure I.9) et dont la longueur varie entre 37 et 

47 acides aminés. 
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Figure I.9 : Structure 3D d�une protéine de type Heat Repeat, MTH187 (Code PDB 1TE4), constituée de 3 unités répétitives 

HEAT. La protéine est représentée en mode cartoon en dégradé de couleurs de l�extrémité N-terminale (bleu) à l�extrémité C-
terminale. 

 
 
Le motif est notamment caractérisé par la présence de deux résidus conservés Asp et Arg en 

positions 19 et 25 respectivement, ainsi que de la présence d'un ensemble de résidus 

hydrophobes contribuant à la compacité entre les deux hélices d'une même unité. Cependant, 

les séquences des unités répétitives sont hautement divergentes au sein des protéines �Heat 

repeat��. Les répétitions HEAT existent sous forme d'unités consécutives dont le nombre varie 

de 3 à 36 et qui sont reliées entre-elles par des boucles flexibles. Elles sont présentes dans un 

certain nombre de protéines cytoplasmiques, dont les quatre protéines qui ont donné leur nom à 

cette famille : Huntingtin, facteur d'élongation 3 (EF3), la sous-unité alpha (65 Kd) de la 

protéine phosphatase 2A (PP2A), et la kinase PI3 de levure TOR1. La famille des protéines 

�Heat repeat�� est divisée en trois sous-groupes sur la base de leurs similarités : IMB, AAA et 

ADB. Les membres les plus représentatifs de cette famille sont PP65A et Importin !1. Ces 

protéines �Heat repeat�� ont une fonction commune de reconnaissance protéine-protéine dans 

plusieurs mécanismes cellulaires, en particulier dans les processus de transport cytoplasmique.  

Bien que très courantes, ces protéines n'ont pas été utilisées comme plates-formes pour la 

conception de protéines artificielles du fait de leur très grande variabilité. Récemment, l'équipe 

de Philippe Minard (Urvoas et al., 2010) a reporté l'utilisation de cette famille de protéines dans 

la conception d'une séquence consensus pour une nouvelle famille de protéines HEAT repeat 
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artificielles nommée aRep (alpha-helicoidal repeat proteins). Une bibliothèque de protéines a 

été construite à partir d'une structure connue de la protéine Mth187 appartenant à une classe 

spécifique de protéines HEAT repeat thermostables et d'une séquence consensus déterminée par 

alignement de séquences de protéines HEAT repeat très proches de la protéine Mth187. Cette 

bibliothèque a été conçue de telle manière que les protéines possèdent un nombre variable 

d'unités répétitives et des séquences variables au sein de chaque unité répétitive. La variabilité a 

été introduite au niveau des positions potentielles de liaison aux cibles moléculaires (18, 19, 22, 

23 et 26) qui tendent à se regrouper au niveau de la face extérieure de la deuxième hélice du 

motif.  Par ailleurs, la grande surface d'interaction de ces protéines au niveau des hélices du 

motif permet d'accueillir une grande diversité de chaînes latérales.  

 

I.4 L�ingénierie in silico de protéines fondée sur la structure  

 

 Les méthodes décrites précédemment possèdent de nombreux atouts et ont déjà 

démontré leur important potentiel dans la découverte de ligands protéiques. Cependant ces 

méthodes ne permettent pas d�offrir un contrôle précis sur la position où les ligands protéiques 

sélectionnés interagissent ni sur le mode de liaison du ligand à la cible. Ceci peut constituer un 

inconvénient dans le cadre du développement de molécules d�intérêt thérapeutique pour 

lesquelles la spécificité d�interaction est souvent requise. Au contraire, les méthodes fondées 

sur la reproduction d�interactions existantes dans un complexe de la cible considérée avec un 

ligand naturel de celle-ci pourraient permettre un contrôle sur la région où le ligand protéique 

artificiel interagit à la surface de la cible. Des méthodes d�ingénierie moléculaire exploitant 

cette idée se sont développées et ont conduit à un certain nombre de succès. Elles sont fondées 

sur l�exploitation des informations structurales tant pour l�identification des motifs fonctionnels 

que pour l�identification de structures protéiques servant de plates-formes pour reproduire des 

interactions importantes dans la liaison des ligands protéiques artificiels à la cible. Elles 

possèdent généralement un caractère mimétique puisqu�elles visent à reproduire des 

interactions établies par un ligand naturel de référence ou, dans certains cas, des interactions 

identifiées par des méthodes de simulations. Les méthodes in silico fondées sur l�exploitation 

des connaissances structurales des protéines ont d�abord été utilisées comme outils afin 

d�améliorer notre compréhension des propriétés intrinsèques des interactions protéines-
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protéines, et de leur spécificité d�interaction et la modulation des interactions naturelles entre 

partenaires protéiques. Par la suite, les applications de ces méthodes furent étendues à la 

conception de novo d�interactants protéiques souvent fondée sur le transfert de nouveaux sites 

de liaison sur des architectures protéiques existantes. C�est dans ce cadre que se déroulent les 

travaux présentés dans ce rapport. 

 

I.4.1 Amélioration de la spécificité des ligands protéiques 

Des travaux importants ont été réalisés via l�exploitation de structures 3D et de 

méthodes de modélisation moléculaire visant l�amélioration de la spécificité de ligands 

protéiques envers leurs protéines-cibles. Par exemple, Shifman et Mayo ont utilisé ces 

méthodes pour améliorer la spécificité d�un complexe de la calmoduline avec son peptide cible 

(Shifman et Mayo, 2002). Alors que la calmoduline native reconnait une variété de différents 

peptides cibles avec une affinité raisonnable, un variant de calmoduline conçu avec huit 

mutations montre une affinité pour un peptide cible 86 fois supérieure à l�affinité mesurée 

envers d�autres peptides partenaires. Les auteurs ont ainsi montré que la conception 

d�interfaces de protéines par méthodes informatiques a permis d�atteindre des affinités 

nanomolaires similaires à celles de la calmoduline native, tout en améliorant la spécificité de 

liaison par optimisation de l�interface de liaison pour un seul peptide cible. 

 

La conception de la spécificité a connu une avancée supplémentaire grâce aux travaux de Reina 

et al. décrivant la conception de mutants du site de liaison du domaine PDZ (acronyme des 

premières lettres de 3 protéines à l�origine de la découverte de ce domaine : Post synaptic 

density protein (PSD95), Drosophila disc large tumor suppressor (Dlg1) et Zonula occludens-1 

protein (zo-1)) conduisant à la liaison à de nouvelles séquences peptidiques cibles (Reina et al., 

2002). Trois différents mutants de domaine PDZ contenant 6 ou 7 mutations ont été construits à 

l�aide de méthodes informatiques par modification des interfaces existantes afin de se lier à 3 

peptides cibles : une séquence peptidique naturelle présente au niveau de l�extrémité C-

terminale d�une molécule similaire à la kinesin, une séquence peptidique chargée et une autre 

hydrophobe. Les 3 mutants se lient aux peptides cibles avec des affinités plus de deux fois plus 

importantes que celles du domaine PDZ non modifié.  

 

Des études plus récentes sur la spécificité protéine-protéine ou protéine-peptide ont révélé 
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l�intérêt de la conception négative, procédé selon lequel des propriétés indésirables sont prises 

en considération (Bolon et al., 2005). Cette méthode permet d�introduire les mutations qui 

stabilisent la structure ciblée tout en déstabilisant les structures alternatives. Cette méthode fut 

appliquée avec succès pour la conception de dimères en torsade d�hélices ou « coiled-coil ». 

Les travaux de Havranek et Harbury sont réalisés sur le facteur de transcription GCN4, une 

protéine contenant deux hélices " allongées formant un homodimère par le biais d�interactions 

hydrophobes (Havranek et Harbury, 2003). Quatre états sont considérés pour cette structure 

« coiled coil » : 1) l�homodimère ; 2) l�hétérodimère ; 3) l�état non replié ; et 4) l�état agrégé. 

Des mutations ont été effectuées au niveau de positions bien déterminées des hélices, 

permettant de favoriser la formation du dimère cible sur les autres états possibles. L�utilité de la 

conception négative a également été démontrée par les travaux de Joachimiak et al. sur la 

conception d�une nouvelle interface DNase colicin E7-protéine de l�immunité Im7 (Joachimiak 

et al., 2006). 

 

I.4.2 Modulation des interactions protéines-protéines  

Un exemple de modulation de l�interaction protéine-protéine ayant une application 

biologique intéressante est celui de la conception d�un variant du facteur de nécrose tumorale 

(TNF) qui est actuellement développé comme agent thérapeutique pour le traitement de 

l�arthrite rhumatoïde. La conception du variant de TNF est réalisée en introduisant des 

mutations à l�interface entre le TNF et son récepteur de façon à empêcher leur interaction 

(Steed et al., 2003). Les variants de TNF ainsi conçus forment des complexes hétéro-

trimériques avec le TNF natif qui sont incapables de se lier aux récepteurs de TNF.       

 

I.4.3 Modification de sites de liaison protéiques 

Un certain nombre de travaux de conception de nouvelles fonctions biologiques sont 

fondés sur l�utilisation de protéines de liaison périplasmiques (PBPs), connues pour être des 

plates-formes intéressantes du fait de leur capacité à se lier à une très grande variété de petites 

molécules, telles que les carbohydrates, les acides aminés, les neurotransmetteurs et les 

oligopeptides (Tam et Saier, 1993). De plus, la liaison au ligand est facilement détectée grâce 

au changement conformationnel se produisant lors de la liaison. Les régions de liaison de PBPs 
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ont été modifiées par méthodes de conception informatiques afin de lier des métaux, des 

neurotransmetteurs, des sucres, des explosifs et des agents neurotoxiques. Par exemple, Marvin 

et Hellinga ont réalisé la conversion d'un récepteur au maltose (MBP) en un biosenseur capable 

de lier le zinc (Marvin et Hellinga, 2001). Le récepteur au maltose consiste en une chaîne 

polypeptidique unique qui se replie pour former deux domaines connectés par une région 

charnière. Les sites de liaison au maltose ont été identifiés au niveau de l�interface entre les 

deux domaines. Au niveau de ces sites, les résidus responsables de la liaison au maltose ont été 

modifiés par mutagénèse dirigée en résidus histidine, permettant ainsi au niveau de chaque site 

la liaison à un atome de zinc grâce à un réseau tétraédrique constitué de trois résidus histidine 

et d�une molécule d�eau. Dans ce nouveau biosenseur, la liaison au zinc est contrôlée par un 

mécanisme de couplage conformationnel associant la liaison au zinc dans la protéine à l�état 

replié à une émission d�un signal de fluorescence.  

 

I.4.4 Transfert de motif fonctionnel sur une protéine hôte 

La conception de mimes fonctionnels de petite taille des larges protéines a longtemps 

été un défi important. La méthode est basée sur le greffage de sites fonctionnels sur des plates-

formes naturelles. Une nouvelle fonction est ainsi conçue par le transfert d�un site actif sur une 

région structurale précise, permissive envers les mutations et structuralement compatible avec 

la nouvelle fonction. Cette approche nécessite donc l�étude et l�analyse des interactions dans les 

complexes naturels protéine-protéine ainsi que la connaissance des principes moléculaires qui 

les régissent, afin d�identifier les résidus qui interviennent dans la liaison et la stabilisation de 

ces complexes protéiques. 

 

I.4.4.1 Identification des résidus du motif fonctionnel 

Il a été postulé que dans les interfaces protéine-protéine, un nombre réduit de résidus 

contribuent de manière prépondérante à la variation d�énergie libre de liaison. Pour une 

interface typique de 1200 à 2000 Å2, moins de 5% des résidus de l�interface contribuent à la 

liaison avec plus de 2 kcal/mol (Ofran et Rost, 2007).  L�examen de la structure 3-D détaillée 

de complexes protéine-protéine montre que certains résidus sont susceptibles de jouer un rôle 

prépondérant dans la liaison grâce aux interactions intermoléculaires mises en jeu avec le 
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partenaire cible (liaisons hydrogène, ponts salins etc..). Cependant, l�analyse structurale seule 

ne permet pas de déterminer la contribution à la variation d�énergie libre de liaison de chacune 

des interactions intermoléculaires établies avec le partenaire cible. La mise en évidence des 

résidus jouant un rôle important dans la liaison peut être réalisée grâce à leur substitution 

expérimentale en résidus alanine (méthode désignée par le terme « alanine scanning ») et à la 

mesure de l�effet de ces substitutions sur l�énergie libre d�association des deux partenaires. 

Plusieurs expériences ont démontré que la plupart des résidus de l�interface peuvent être mutés 

sans affecter l�affinité de la protéine pour ses partenaires. Les quelques résidus qui après 

mutation changent l�affinité sont considérés comme prédominant pour l�interaction et sont 

désignés par l�expression « hot spots ». Ainsi, malgré la taille importante des interfaces de 

liaison, quelques résidus seulement contribueraient de manière prépondérante à la variation 

d�énergie libre de liaison. 

 

Les travaux pionniers relatifs à l�identification des « hot spots » de l�interaction protéine-

protéine ont été réalisés sur le complexe entre l�hormone de croissance humaine et son 

récepteur par Clackson et Wells (Clackson et Wells, 1995). La structure cristallographique du 

complexe de l�hormone de croissance humaine hGH avec le domaine extracellulaire de son 

récepteur hGHbp montre que sur chacune des protéines, une surface de 1300 Å2 environ est 

enfouie consécutivement à la liaison des deux partenaires (valeur déterminée par le calcul de la 

variation d�accessibilité au solvant des deux partenaires entre l�état associé et l�état dissocié), 

ce qui correspond à 33 résidus sur le récepteur. Ces résidus ont été mutés individuellement en 

alanine, sauf pour le résidu G168 ainsi que les résidus C108 et C122 engagés dans un pont 

disulfure. Les résultats montrent que 11 mutations sur les 33 entrainent une perte substantielle 

dans l�affinité de liaison. La substitution des deux résidus W104 et W169 entraine les 

diminutions d�affinité les plus élevées (> 4,5 kcal/mol). Une diminution importante de l�affinité 

(entre 1,5 et 3,5 kcal/mol) est également observée lors de la substitution d�autres résidus 

hydrophobes (I103, I105, P106 et I165) alors que des effets plus faibles sont observés en 

substituant des résidus chargés (R43, E44, D126, E127 et D164). Le motif fonctionnel 

constitué de ces 11 résidus forme un patch au centre de la région de contact caractérisé par un 

c�ur hydrophobe et représente 54% de la surface totale enfouie lors de la liaison. Un travail 

similaire sur hGH a permis de démontrer que 8 résidus seulement sur 31 participent à l�énergie 

de liaison à hauteur de 85% (Figure I.10). Les deux motifs fonctionnels du ligand et de la cible 

ont alors été comparés, ce qui a permis de mettre en évidence une complémentarité entre les 
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régions énergétiquement importantes du ligand et de la cible ainsi que les régions moins 

importantes. Les deux partenaires interagissent donc grâce à leurs épitopes fonctionnels 

complémentaires qui s�assemblent pour former un c�ur hydrophobe.  

 

 
Figure I.10 : Structure du complexe hGH/récepteur hGHbp. Les résidus appartenant aux deux protéines et situés à l�interface 

du complexe sont coloriés en fonction de leur contribution à l�énergie de liaison, avec en particulier les résidus hot spots, 
participant à plus de 1,5 kcal/mol dans l�énergie de liaison, en rouge (Clackson et Wells, 1995).   

 

En 1998, le groupe de Bogan et Thorn a réalisé une étude plus approfondie sur les contributions 

énergétiques de résidus individuels situés au niveau de l�interface dans un complexe protéine-

protéine ; cette étude est réalisée par compilation et analyse d�une banque de données de 

mutants alanine dans des complexes hétérodimériques de protéines pour lesquels des tests 

d�affinité et des données structurales sont disponibles (Bogan et Thorn, 1998). Dans toutes les 

interfaces protéiques analysées, les résultats montrent que les « hot spots » de l�énergie de 

liaison sont situés près du centre de l�interface de l�hétérodimère et sont entourés par des 

résidus dont les contributions énergétiques à la liaison sont très faibles. Selon ces auteurs, pour 

qu�un résidu ait un grand impact sur l�énergie libre de liaison, il doit être largement protégé du 

contact avec le solvant. En effet, leur étude suggère que l�exposition d�un résidu au solvant 

empêche celui-ci de contribuer de manière importante à l�énergie libre de liaison, l�exclusion 

du solvant serait donc une condition nécessaire pour qu�un résidu soit considéré comme « hot 

spot », même si cette condition n�est pas suffisante. L�exclusion des « hot spots » du solvant est 

réalisée par l�ensemble des contacts périphériques dont la contribution énergétique est très 

faible mais qui protègent les résidus hydrophobes appartenant aux «  hot spots » des molécules 

d�eau, augmentant ainsi l�affinité d�interaction en ralentissant la dissociation. Les résultats 

montrent également que la distribution des différents types d�acides aminés présents dans les 
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« hot spots » n�est pas aléatoire. En effet, dans cette étude, trois acides aminés majoritaires 

apparaissent dans les hot spots avec une fréquence de plus de 10% : Trp 21%, Arg 13,3% et Tyr 

12,3%. De la même façon, certains résidus sont très rarement retrouvés dans les « hot spots » : 

moins de 3% des résidus Leu, Met, Ser, Thr et Val appartiennent à des « hot spots ». Cette 

distribution pourrait s�expliquer par la préférence dans les « hot spots » d�acides aminés 

capables d�établir plusieurs types d�interactions favorables. En effet, les deux résidus 

aromatiques hydrophobes Trp et Tyr contribuent à l�énergie de liaison grâce à l�effet 

hydrophobe sans pour autant avoir un coût entropique étant donné le faible nombre de degrés 

de libertés de rotation des liaisons de la chaine latérale. Ces résidus peuvent également établir 

des interactions impliquant leur noyau aromatique et constituent des donneurs de liaisons 

hydrogène. Le résidu Arg chargé positivement a la capacité de former simultanément plusieurs 

liaisons hydrogène, participer à un pont salin ou à une interaction cation-p.   

 

I.4.4.2 Sélection des plates-formes protéiques hôtes 

La mise en évidence d�ensembles restreints d�acides aminés présents à la surface de 

protéines et pouvant jouer un rôle prépondérant dans l�interaction avec le partenaire protéique 

est à l�origine de nombreux travaux de conception de ligands protéiques. En effet, ces ligands 

pourraient être obtenus en transférant ou greffant ces « hot spots » sur des protéines dites 

« plates-formes » capables de reproduire la topologie fonctionnelle de ce motif. Ceci devrait 

permettre de reproduire les interactions intermoléculaires observées entre le ligand protéique 

naturel et la protéine cible. 

 

Les protéines de petite taille, contenant entre 30 et 80 résidus constituent des plates-formes 

particulièrement attractives pour la conception de protéines. Ces protéines possèdent une 

structure 3D ainsi qu�une activité biologique bien définies et sont généralement stabilisées par 

des contraintes structurales telles que des ponts disulfures, des ions métalliques ou des 

interactions intermoléculaires non covalentes. Les exemples de mini-protéines naturelles 

pouvant être utilisées comme plates-formes sont nombreux : toxines d�animaux, inhibiteurs de 

protéases, knottines, défensines, domaine de liaison à la cellulose, phéromones, doigts de zinc, 

leucine zippers et facteurs de croissance épidermique (Nygren et Uhlen, 1997 ; Vita et al., 

1998). Les avantages de l�utilisation de petites plates-formes de présentation dans la conception 
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de nouvelles mini-protéines fonctionnelles sont nombreux (Stricher et al., 2006). 1) La 

reproduction d�une activité biologique dans des systèmes de petite taille correspond à une 

simplification significative par rapport à un interactant protéique naturel de plus grande taille. 

2) La caractérisation structurale du nouvel interactant peut être obtenue par RMN grâce à la 

petite taille et à la stabilité des mini-protéines utilisées. 3) Les mini-protéines conçues peuvent 

présenter une plus grande résistance à la dégradation protéolytique grâce à leur flexibilité 

réduite. 4) Ces mini-protéines peuvent également être facilement et rapidement produites par 

synthèse chimique, permettant ainsi l�insertion d�acides aminés non naturels ou marqués de 

façon isotopique, de groupes photoactivables, de marqueurs radioactifs, de polymères, de 

carbohydrates, d�acides gras, de cofacteurs, d�étiquettes fluorescentes, d�étiquettes d�affinité� 

Ces composés peuvent être incorporés au niveau de positions spécifiques de façon à ne pas 

perturber la fonction de la mini-protéine conçue. 5) Ces mini-protéines peuvent également être 

produites en grandes quantités dans des systèmes d�expression biologiques peu coûteux, en vue 

d�applications industrielles. 

 

  I.4.4.3 Applications de l�approche de conception de mini-protéines par transfert 

de motif 

Plusieurs exemples dans la littérature illustrent l'utilisation de l'approche de transfert de 

sites de liaison sur des plates-formes protéiques. Les premiers travaux réalisés portent sur 

l'utilisation de plates-formes ayant des éléments de structures secondaires similaires au ligand 

de référence au niveau de la région portant le motif fonctionnel. Les résultats encourageants 

obtenus au cours de ces premiers travaux, démontrant l�intérêt des plates-formes protéiques 

pour la conception de ligands artificiels, ont incité plusieurs équipes à généraliser ces premières 

approches. 

 

I.4.4.3.1 Recherche de plates-formes fondée sur la similarité des structures secondaires 

Les travaux pionniers dans ce domaine ont été réalisés au CEA par le groupe de Vita et 

al. et concernent le transfert de sites de liaison fonctionnels de lymphocyte humain CD4 sur une 

petite plate-forme naturelle en vue d'inhiber la liaison de la glycoprotéine gp120 de l'enveloppe 

du virus HIV-1 au CD4 (Drakopoulou et al., 1998). Le site de liaison du CD4 à la gp120 a été 
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localisé au niveau de la boucle similaire au CDR2. Un mime de CD4 (CD4M possédant 33 

acides aminés) a donc été conçu par transfert des résidus de la boucle similaire au CDR2 sur 

une boucle de structure équivalente d'une plate-forme possédant trois ponts disulfures, la toxine 

de scorpion charybdotoxine caractérisée par une structure en "/!! (Figure I.11). Cette plate-

forme CD4M est capable d'inhiber de façon spécifique la liaison du CD4 à la gp120 mais 

néanmoins avec une faible affinité (IC50 de 20 µM) comparée à celle du CD4 (IC50 de 0,8 

nM).  

 

 
Figure I.11 : Comparaison entre le CD4 et la plate-forme mime. A et B : Structures 3D du domaine D1 du hCD4 (Code PDB 

1CD4) et de la plate-forme structurale charybdotoxine (Code PDB 2CRD). Les protéines sont représentées en mode cartoon et 
la structure secondaire (2 feuillets ! antiparallèles) portant le motif fonctionnel d�intérêt est coloriée en rose. C : Séquences du 
motif fonctionnel d�intérêt (CDR2) du hCD4, de la plate-forme charybdotoxine et de la plate-forme charybdotoxine modifiée 

CD4M (résidus modifés en rouge) (Drakopoulou et al., 1998).          

 

Des travaux ultérieurs réalisés par le même groupe sur une plate-forme similaire à la 

charybdotoxine, la scyllatoxine, ont permis de concevoir une deuxième mini-protéine, le 

CD4M3 (27 acides aminés) par transfert de 9 résidus de CD4 (Figure 1.12 ; Vita et al., 1999). 

Cette nouvelle plate-forme inhibe la liaison du CD4 à la gp120 avec un IC50 qui est encore au 

moins 25 fois supérieur à celui de la CD4 native (IC50 de 20 à 350 µM en fonction de la 

souche virale exprimant les gp120 recombinantes). L'analyse structurale et fonctionnelle 

réalisée a permis d'identifier cinq mutations supplémentaires qui, une fois réalisées dans la 

plate-forme, ont conduit à une augmentation de l'affinité pour la gp120 de 40 à 400 fois en 

fonction de la souche virale (IC50 de 0,1 à 1 µM). Ce mutant CD4M9 inhibe l'infection des 



PARTIE B  

CHAPITRE I : Ingénierie des protéines pour le développement de ligands  

 68 

cellules CD4+ par différentes souches virales HIV-1 confirmant l'activité antivirale large 

spectre de cette plate-forme. Après plusieurs étapes d'optimisation, un nouveau mime de CD4 a 

été obtenu (Martin et al., 2003). Ce mutant appelé CD4M33 inhibe la liaison du CD4 à deux 

différents isolats de gp120 avec une affinité similaire au CD4 recombinant (IC50 de 7,5 nM et 

4 nM) et bloque l'entrée et l'infection des cellules immunitaires par les souches HIV-1 in vitro.  

 

 
Figure I.12 : Structures 3D et séquences de la plate-forme Scyllatoxine et ses variants.  Les protéines sont représentées en mode 
cartoon. A : Structures 3D de la plate-forme Scyllatoxine (Code PDB 1SCY) en orange, avec la structure secondaire (2 feuillets 

! antiparallèles) sur laquelle est transféré le motif fonctionnel d�intérêt coloriée en rose. B : Structure 3D d�un modèle de 
complexe CD4M9 (jaune)/gp120 (vert) avec les résidus essentiels dans l�interaction représentés en bâtons bleu (CD4M9) et 
rouge (gp120). C : Séquences de la plate-forme Scyllatoxine ainsi que ses variants CD4M9, CD4M32 et CD4M33. Chaque 

mutation par rapport à la protéine précédente est indiquée en rouge. Ac : groupement acétyl N-terminal ; Tpa : Acide 
thiopropionique ; Bip : Biphénylalanine. (Martin et al., 2003). 

 

Les charpentes en "/!! des toxines de scorpion, caractérisées par une hélice " N-

terminale à trois pas reliée par trois ponts disulfures à deux feuillets ! en épingle à cheveux, ont 

été utilisées dans d'autres travaux de conception de plates-formes par mimétisme d'épitopes 

naturels du fait de leur conformation particulièrement stable. Alors que le groupe de Vita et al. a 

exploité le motif en feuillets ! de ces toxines de scorpion, le groupe de Li et al. a exploité le 

segment en hélice " d'une toxine de scorpion appelée BmBKTx1 (Li et al., 2008). Ce travail 

décrit la conception d�un mime de la protéine p53 suppresseur de tumeurs afin de bloquer son 
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interaction avec les protéines oncogènes MDM2 et MDMX qui en régulent négativement 

l'activité et la stabilité, et dont la surexpression dans plusieurs tumeurs conduit à l'inactivation 

de p53 et à la survie des tumeurs. La liaison de ces protéines avec p53 se fait au niveau du 

motif hélicoïdal de séquence T18F19S20D21L22W23K24L25L26. En particulier, lors de la liaison au 

domaine N-terminal de MDM2 ou MDMX, p53 adopte une structure en hélice " où les résidus 

F19, W23 et L26 de p53 s'insèrent dans une cavité hydrophobe des protéines oncogènes. Les 

résidus considérés comme « hot spots » F19, L22, W23 et L26 ont donc été replacés au niveau des 

positions topologiquement équivalentes sur la plate-forme BmBKTx1, une protéine synthétique 

de 31 résidus adoptant une structure hélicoïdale partielle au niveau de la région d�intérêt 

(Figure I.13).  

 

 
 

Figure I.13 : Comparaison des structures 3D du domaine de p53 et de la plate-forme BmBKTx1. A gauche : Complexe de 
MDM2 représenté en mode surface en gris avec le domaine de transactivation de p53 représenté en mode cartoon en rose avec 

les résidus essentiels à la liaison à MDM2 représentés en mode bâtons et annotés (Code PDB 1YCR). A droite : Structure 3D de 
la plate-forme BmBKTx1 caractérisée par une hélice " similaire à celle portant le motif d�intérêt dans p53 (Code PDB 1R1G).      

 
 

Le peptide résultant nommé stoppin-1 adopte également en solution aqueuse une 

conformation " hélicoïdale partielle identique à celle de BmBKTx1. Des études basées sur les 

spectres de dichroïsme circulaire montrent que stoppin-1 se lie à des domaines synthétiques de 

MDM2 (synMDM2) et MDMX (synMDMX) impliqués dans la liaison à p53, de manière 

similaire à p53, par enfouissement du résidu Trp23 dans les cavités hydrophobes de MDM2 et 

MDMX. L�affinité de stoppin-1 pour synMDM2 et synMDMX (Kd de 790 nM et 994 nM 

respectivement) est seulement 6 à 3 fois plus faible que celle de p53 pour ces mêmes ligands 
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(Kd de 123 nM et 279 nM respectivement), tandis BmBKTx1 n�a aucune affinité pour ces 

ligands. Ces résultats valident donc l�approche de transfert de résidus qui a permis de concevoir 

un inhibiteur compétitif des interactions p53-MDM2/MDMX. En revanche, il a été démontré 

que stoppin-1 est incapable de tuer des cellules tumorales, probablement à cause de son 

incapacité à traverser la membrane cellulaire. Un nouveau peptide stoppin-2 a été conçu à partir 

de stoppin-1 par substitution de 5 résidus en résidus Arg formant ainsi un groupe de résidus 

cationiques destinés à faciliter l�entrée du peptide dans les cellules tumorales. Stoppin-2 

possède une affinité pour synMDM2 similaire à stoppin-1, en revanche contrairement à stoppin-

1, stoppin-2 est capable de réduire drastiquement la viabilité de cellules tumorales.  

 

Une autre exemple de conception de ligand protéique utilisant la similarité de structure 

secondaire entre un ligand de référence et une protéine plate-forme a permis de concevoir un 

analogue peptidique de 31 résidus qui mime une protéine plaquettaire de plus grande taille, le 

facteur anti-héparinique 4 (PF4) (Butcher et al., 1997). La plate-forme structurale choisie pour 

le transfert de motif de liaison est le peptide « leucine zipper » GCN4, dont la fonction et la 

séquence sont totalement différentes de la protéine PF4. Cependant, la structure 

tridimensionnelle de la plate-forme GCN4 consistant en deux hélices " enroulées en hélice 

l'une autour de l'autre grâce à des résidus leucine, présente des similarités avec la protéine PF4 

(Figure I.14). L�activité de liaison à l�héparine de PF4 a été introduite uniquement par 

incorporation de 4 lysines de PF4 dans des positions équivalentes sur les hélices de la plate-

forme GCN4. Des expériences de dichroïsme circulaire et des tests de liaison ont montré que le 

peptide « leucine zipper » conçu, appelé PF4zip, adopte une conformation hélicoïdale stable et 

montre une activité significative de liaison à l�héparine similaire à PF4.  
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Figure I.14 : A : Structures cristallographiques du dimère PF4 (à gauche) et du domaine « leucine zipper » modifié PF4zip (à 

droite). Les résidus Lys essentiels dans la liaison à l�héparine sont représentés sur les deux protéines en mode bâtons et boules 
en rouge. B : Séquences de la protéine naturelle PF4 ainsi que de la plate-forme naturelle GCN4zip dans laquelle 4 lysines ont 

été introduites pour donner la plate-forme modifiée PF4zip (Butcher et al., 1997). 

 

L'approche de transfert de motifs de liaison utilisant la similarité de structure 

secondaire entre le ligand de référence et la protéine plate-forme a également été appliquée à 

la conception d�inhibiteurs de l'interaction entre la glycoprotéine membranaire plaquettaire 

IIb-IIIa (GPIIb-IIIa) et le fibrinogène. La GPIIb-IIIa est une protéine présente à la surface des 

plaquettes circulantes et est impliquée dans les phénomènes d'agrégation plaquettaire 

conduisant à la thrombose, suite à sa liaison avec le fibrinogène. L�inhibition de la liaison 

entre GPIIb-IIIa et le fibrinogène constitue donc une cible thérapeutique stratégique dans la 

prévention de la thrombose artérielle. La liaison se produit grâce à la reconnaissance par la 

sous unité GPIIIa du motif RGD présent dans la séquence du fibrinogène. Afin de déterminer 

le mode d'interaction entre la GPIIIa et le fibrinogène, un anticorps monoclonal AC7 a été 

produit contre un peptide synthétique dérivé du fragment de GPIIIa responsable de la liaison 

au motif RGD. Il a été démontré que l'anticorps AC7 interagissait avec les plaquettes actives 

par l'intermédiaire de la chaîne lourde du CDR3 (H3) qui possède une séquence 

RQMIRGYFDV montrant une certaine homologie avec le motif RGDF du fibrinogène. Un 

décapeptide synthétique correspondant à la séquence RQMIRGYFDV de H3 inhibe 

l�agrégation plaquettaire et la liaison du fibrinogène aux plaquettes avec un IC50 de 700 µM. 

Ce résultat suggérait que le motif RGXFD de H3 a une structure qui mime la structure en 

coude ! de type II' de la séquence RGDF du fibrinogène permettant la reconnaissance du 

récepteur (Jarrin et al., 1994). Le décapeptide a donc été étudié par spectroscopie RMN et les 

résultats montrent que la conformation d�interaction serait une hélice " ; dans cette 

conformation, l�arrangement tridimensionnel des résidus R, G, D et F du décapeptide est 

similaire à celui des résidus R, G, D et F dans une conformation en coude ! de type II� 

présente dans les antagonistes de GPIIb-IIIa. Afin de contraindre la séquence du décapeptide à 
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une conformation en hélice ", la toxine de scorpion leiurotoxin I, adoptant une structure "/! 

(une hélice " N-terminale reliée par trois ponts disulfures à deux feuillets ! antiparallèles à 

l�extrémité C-terminale), a été utilisée comme plate-forme. L�hélice " de la leiurotoxin I est 

alors remplacée par la séquence de H3, légèrement modifiée afin de préserver les ponts 

disulfures (NQCIRGCFDV). La toxine modifiée H3-leiurotoxin possède la même structure 

que la toxine native et montre une activité identique à celle du décapeptide. En effet, des 

essais d�inhibition de l'agrégation plaquettaire montrent que la toxine modifiée possède un 

IC50 de 200 µM (Mer et al., 1998).   

  

Smith et ses collaborateurs ont effectué des travaux similaires à ceux du groupe de 

Jarrin fondés sur la création de nouvelles interfaces protéine-protéine grâce à l�utilisation d�une 

stratégie de transfert de boucles flexibles présentes à la surface de la plupart des protéines et qui 

sont souvent impliquées dans les phénomènes de liaison entre protéines (Smith et al., 1995). 

Dans cette stratégie, la séquence en acides aminés d�une boucle flexible possédant une activité 

biologique portée par une protéine, est utilisée afin de remplacer une boucle présente sur une 

protéine indépendante. Pour illustrer cette approche, la boucle HCDR3 de l�anticorps 

monoclonal Fab-9 dirigé contre les intégrines b3 a été greffée à la place d�une boucle de 

surface présente sur le module EGF de l�activateur tissulaire du plasminogène humain (t-PA). 

L�anticorps Fab-9 se lie aux intégrines b3 avec une affinité nanomolaire (Smith et al., 1994) 

grâce à la séquence de liaison SFGRGDIRN contenue dans la boucle HCDR3 stabilisée par 

deux ponts disulfures, en revanche, des peptides synthétiques contenant cette séquence ont une 

affinité 100 fois moins importante envers les intégrines b3. Cette séquence doit donc être 

transférée sur une plate-forme structurée afin de conserver l�affinité pour la cible. Le module 

EGF a été choisi pour le transfert de cette boucle car les structures de plusieurs protéines 

contenant ce module sont disponibles ; ces structures montrent que le module EGF contient une 

boucle exposée caractérisée par une structure en coude ! et stabilisée par la présence de deux 

ponts disulfures. La plate-forme t-PA a donc été mutée par transfert des résidus SFGRGDIRN à 

la place de la boucle de structure équivalente dans le module EGF. Le variant LG-t-PA ainsi 

obtenu a gardé une activité enzymatique similaire à la t-PA native envers son substrat 

synthétique et envers son substrat naturel le plasminogène, et est stimulé de façon normale par 

le cofacteur physiologique : la fibrine. Ce variant se lie de manière spécifique à l�intégrine 

plaquettaire aIIbb3 avec une affinité nanomolaire (Kd environ 0,9 nM) similaire à Fab-9 (Kd 
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de 5 nM) et à l�intégrine aVb3 avec un Kd de 1,8 nM similaire au Kd de 1,7 nM obtenu avec 

Fab-9. Des expériences de compétition avec un peptide synthétique contenant la séquence RGD 

connue pour bloquer la liaison des ligands aux intégrines confirment que LG-t-PA se lie aux 

intégrines b3 testées au niveau de leur site de liaison au ligand.  

 

I.4.4.3.2 Recherche de plates-formes non fondée sur la similarité des structures 

secondaires 

Les travaux précédemment décrits reposent sur le transfert d�un motif fonctionnel issu 

d�un ligand de référence, sur une plate-forme possédant un élément de structure secondaire 

similaire à celui du ligand de référence dans la région portant le motif fonctionnel. Ces travaux 

ont permis de valider l�approche de conception de ligand protéique par greffage de motif 

fonctionnel. Cependant, cette méthode possède des limitations liées à la faible probabilité de 

trouver une plate-forme adaptée aux caractéristiques de chaque motif fonctionnel ainsi qu�à la 

contrainte d�avoir un motif fonctionnel continu (les acides aminés impliqués dans le motif 

fonctionnel sont consécutifs ou voisins dans la séquence primaire). Grâce au développement 

des méthodes de conception de ligands in silico, basées sur l�exploitation systématique des 

informations structurales des complexes naturels, il est devenu possible de concevoir de 

nouveaux ligands protéiques à partir de plates-formes dont les structures secondaires et 

tertiaires ainsi que les séquences sont totalement indépendantes du ligand de référence.   

 

Ce concept se fonde en particulier sur les travaux de DeLano et ses collaborateurs qui 

ont montré qu�une protéine cible peut utiliser le même ensemble de résidus « hot spots » pour 

lier plusieurs partenaires différents ayant des structures secondaires différentes (DeLano et al., 

2000). L�exemple le plus connu concerne un site de liaison consensus présent dans le fragment 

Fc de l�immunoglobuline G qui interagit avec quatre protéines (Protéine A, Protéine G, 

Facteur rhumatoïde, Récepteur Fc néonatal) dont les structures sont radicalement différentes, 

mais qui possèdent un ensemble de résidus « hot spots » similaires. Par ailleurs, ces auteurs 

ont démontré qu�un peptide de 13 résidus (Fc-III) sélectionné in vitro pour sa capacité à se lier 

au fragment Fc de l�IgG, mime les interactions établies par les ligands protéiques naturels avec 

la cible, tout en ayant une structure complètement différente de ces ligands naturels. Le 

peptide Fc-III se lie au fragment Fc avec une affinité de 25 nM tandis que les protéines A et G 

ayant des tailles quatre fois plus grandes que le peptide possèdent des affinités pour Fc de 



PARTIE B  

CHAPITRE I : Ingénierie des protéines pour le développement de ligands  

 74 

deux fois seulement plus grandes (10 nM). De plus, ce petit peptide couvre une surface 

d�interaction avec le fragment Fc (650 Å2) presque égale à celle couverte par les protéines A et 

G de tailles quatre fois plus grandes et par le facteur rhumatoïde 15 fois plus grand (environ 

740 Å2 chacun). Ces conclusions se sont trouvées renforcées par des analyses statistiques de 

complexes protéine-protéine qui ont conduit à la conclusion que des interfaces similaires 

pouvaient correspondre à des protéines possédant des structures 3D différentes (Keskin et 

Nussinov, 2005). D�autre part les mêmes auteurs ont pu montrer que des protéines présentant 

des interfaces similaires pouvaient interagir avec des sites de liaisons de structure 3D 

différente. Ceci est possible car ces interfaces se caractérisent à l�état lié par une 

complémentarité imparfaite des deux partenaires et par la présence des molécules d�eau 

interfaciales qui jouent un rôle important dans la stabilisation des complexes via des 

interactions intermoléculaires médiées. L�ensemble de ces observations est à l�origine de la 

proposition de concevoir des ligands protéiques en transférant un ensemble de résidus 

fonctionnels importants dans la liaison et présents sur un ligand de référence, sur des plates-

formes ayant des structures secondaires différentes de ce ligand de référence. Le principe de 

cette approche pour la conception de ligand protéique a été proposé initialement par le groupe 

de Luhua Lai en 2000 (Liang et al., 2000) mais c�est seulement en 2006 et 2007 que les 

premières applications ont pu démontrer la validité de ce concept (Magis et al., 2006 ; Liu et 

al., 2007).  

 

 La première de ces applications, réalisées au sein de notre groupe, avait pour objectif la 

conception de ligands protéiques capables de bloquer le canal potassique Kv1.2 (Magis et al., 

2006). La protéine utilisée pour identifier un motif fonctionnel susceptible d�être greffé sur des 

plates-formes protéiques était la BgK, une toxine naturelle d'anémone de mer de 37 acides 

aminés. Cette petite protéine est un inhibiteur naturel de ces canaux potassiques; elle se lie aux 

canaux Kv1.2 grâce à quatre résidus « hot spot » essentiels F6, S23, K25 et Y26 (motif FSKY) 

identifiés par « alanine scanning ». Bien que formant un motif compacte, les résidus « hot 

spot » sont éloignés au niveau de la séquence de la protéine et sont situés sur des éléments 

structuraux différents. Une recherche systématique de la PDB a été réalisée afin d'identifier des 

plates-formes protéiques possédant un groupe de quatre résidus adoptant une topologie 

similaire à celle des résidus du motif FSKY dans la structure du ligand de référence la BgK, et 

ce indépendamment de leurs structures secondaires. Pour ce faire, le motif fonctionnel de la 

BgK a été caractérisé par un ensemble de distances interatomiques séparant les Ca et Cb des 
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carbones des quatre résidus du motif, calculées à partir de la structure RMN de la BgK. Grâce 

au logiciel STAMPS (Search for Three-Dimensional Atom Motif in Protein Structure) 

développé au sein du laboratoire, la PDB a été systématiquement criblée pour identifier des 

structures protéiques possédant un motif dont les carbones Ca et Cb sont topologiquement 

similaires à ceux des résidus FSKY du motif de référence dans la BgK, et ce indépendamment 

du type de résidus identifiés. Cette recherche fondée sur la topologie du motif fonctionnel est 

indépendante de la structure secondaire du ligand de référence ainsi que de la plate-forme mime 

portant le motif. Il convient de noter néanmoins que ce principe de recherche permet 

d�identifier également des protéines présentant, dans la région du motif, des structures 

secondaires similaires à celle du motif de référence. Un filtre stérique est appliqué lors de la 

recherche afin de prendre en considération la complémentarité géométrique des plates-formes 

avec la cible et d�exclure les solutions qui conduisent à un encombrement stérique empêchant 

le positionnement correct du motif de liaison par rapport au site actif de la cible. Dans le cas de 

la conception de ligands des canaux Kv1.2, l�application du filtre stérique a conduit au rejet 

d�environ 90% des solutions obtenues sur les seuls critères topologiques. Un filtre 

électrostatique a également permis de sélectionner les plates-formes ayant un potentiel 

électrostatique, dans la région de liaison, proche de celui du ligand de référence. La recherche 

topologique in silico a permis d'identifier 20 plates-formes de structures secondaires 

différentes, possédant 4 résidus topologiquement similaires à ceux du motif FSKY et 

stériquement compatibles pour une interaction avec le canal Kv1.2. Après transfert des résidus 

du motif FSKY sur les plates-formes identifiées, la comparaison des potentiels électrostatiques 

a permis de sélectionner 11 plates-formes dont 4 ont été produites et testées. Trois d�entre elles, 

1J75_m, 1CKK_m et 1H5O_m inhibent la liaison de BgK au canal Kv1.2 avec des Ki de 1,5, 

1,6, et 0,5 µM respectivement. La structure 3D du ligand 1J75_m déterminée par diffraction X 

a montré que le transfert du motif fonctionnel de la BgK sur cette plate-forme n'entraînait 

aucune modification de sa structure secondaire et que ce motif de liaison adopte une topologie 

similaire à celle observée dans le ligand de référence BgK (figure I.15). Bien que peu de 

candidats ligands aient été produits au cours de cette première étude, le taux de succès (3/4) 

peut être considéré comme satisfaisant. Ceci peut être en partie lié au fait que des propriétés 

globales des plates-formes sont prises en compte de manière explicite dans la conception in 

silico. On note cependant que les constantes d'affinité obtenues à l�issue de la seule phase de 

conception in silico sont micromolaires. Bien que ces valeurs initiales puissent permettre 

d�aborder l�optimisation de ces ligands protéiques artificiels par des méthodes expérimentales, 
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elles sont cependant largement inférieures à celles de Bgk (environ 50 pM). Ces observations 

indiquent que l�évaluation et le développement de la méthode doivent être poursuivis.  

 

 
Figure I.15 : Superposition des structures cristallographiques du ligand 1J75_m avec le ligand de référence 1BGK montrant une 
superposition correcte des motifs de liaison FSKY. Les protéines sont représentées en mode cartoon en gris pour 1J75_m et en 
cyan pour 1BGK et les résidus du motif FSKY sont représentés en bâtons orange, bleu, rouge et vert respectivement (Magis et 

al., 2006).       

 

 En 2007, Luhua Lai et ses collaborateurs ont reporté l'application de cette méthode pour 

la conception d'un mime de l'érythropoïétine humaine (hEPO) capable de se lier au récepteur de 

l�érythropoïétine humaine (EPOR) (Liu et al., 2007). L�objectif de cette étude était la 

conception d�une protéine capable de mimer l�interaction de l�EPO avec son récepteur EPOR. 

Les données expérimentales de mutation ainsi que la structure cristallographique du complexe 

EPO/EPOR (code PDB 1EER) ont permis d�identifier un motif de résidus discontinus Phe48, 

Asn147 et Arg150 dans la protéine EPO comme étant les résidus essentiels à la liaison avec 

EPOR (Philo et al., 1996 ; Cheetham et al., 1998). Un criblage de la PDB réalisé afin de trouver 

une plate-forme protéique hôte capable d�accueillir les résidus essentiels à la liaison de EPO 

avec EPOR a permis de sélectionner 15 plates-formes satisfaisant les critères topologiques et 

caractérisées par une bonne complémentarité de forme avec la cible, une grande taille 

d�interface et une bonne compacité. Des étapes de sélection supplémentaires relatives à des 

contraintes expérimentales n�ont permis à ces auteurs de retenir qu�une seule plate-forme : la 

protéine PLC&1-PH de rat. Des mutants de cette plate-forme protéique ont été conçus par 

transfert des trois résidus clés de la liaison, et les résultats ont montré que ces mutants 

possédaient une haute affinité de liaison in vitro et in vivo pour leur partenaire non naturel 

EPOR. En particulier, le triple mutant de PLC&1-PH nommé ERPH1 a l�affinité de liaison pour 

EPOR la plus élevée avec un Kd de 24 nM obtenu pour le test in vitro et un IC50 de 5,7 µM 
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pour le test cellulaire, alors que la protéine native PLC&1-PH ne montre pas d�affinité 

détectable dans les conditions des tests. On peut noter cependant que les structures 

cristallographiques de la protéine conçue ERPH1 et du complexe ERPH1/EPOR n'ont pas été 

réalisées empêchant de caractériser les interactions reproduites par ERPH1. Bien que ces 

résultats soient très encourageants, il est par ailleurs difficile d�évaluer la robustesse de 

l�approche de conception in silico utilisée car une seule protéine a été évaluée 

expérimentalement au cours de ces travaux.  

 

 
Figure I.16 : Principales interactions intermoléculaires entre le motif de la plate-forme ERPH1 et la cible EPOR, et entre le 

motif du ligand naturel EPO et EPOR. A et B : Liaisons hydrogène à l�interface des complexes ERPH1/EPOR et EPO/EPOR 
respectivement. C et D : Interactions hydrophobes à l�interface des complexes ERPH1/EPOR et EPO/EPOR respectivement. 

Les protéines sont représentées en cartoon et les résidus à l�interface en bâtons (Liu et al., 2007).     

 

Une approche de greffage similaire aux deux approches précédemment décrites a été 

utilisée par l�équipe de David Baker dans le but de concevoir des protéines qui se lient à une 

région conservée présente au niveau de la tige de la protéine hémagglutinine (HA) du virus 

pandémique H1N1 1918 et reconnue par les anticorps neutralisants (Fleishman et al., 2011). 

Cette stratégie repose sur le greffage des motifs d�acides aminés sur des plates-formes 

protéiques leur permettant de reproduire des interactions précises avec la cible. Contrairement à 

la majorité des études de conception de ligands protéiques in silico utilisant des données de 

mutagénèse ou des données structurales pour identifier les résidus à greffer, les motifs et leur 
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topologies sont issus d�une méthode de simulation. La structure d�un complexe de HA avec le 

fragment Fab de l�anticorps CR6261 montre que l�anticorps se lie à HA au niveau d�un épitope 

présent sur la surface de la tige au niveau d�un sillon hydrophobe délimité par deux boucles. 

Une simulation d�ancrage réalisée à l�aide du programme RosettaDock a été utilisée pour 

déterminer des résidus « hot spots » ainsi que les positions que pourraient adopter ces résidus 

pour établir des interactions énergétiquement favorables avec la surface de la cible HA au 

niveau de l�épitope. Ce procédé a permis d�identifier à la surface de la cible trois positions 

« hot spot » HS1, HS2 et HS3 pour lesquelles des résidus pourraient établir des interactions 

d�empilement aromatique, de van der Waals ou des liaisons hydrogène favorables. Une fois les 

positions les plus favorables pour les résidus « hot spots » déterminées, un ensemble restreint 

de 865 structures protéiques sélectionnées en vue de faciliter la production des protéines 

ligands, est criblé afin de rechercher des plates-formes capables d'accueillir les résidus « hot 

spots » identifiés dans la topologie ad-hoc et possédant une complémentarité de forme avec la 

région de la tige. Chaque plate-forme est tout d�abord ancrée contre la région de tige grâce au 

programme PatchDock qui identifie des centaines de modes de liaison pour chaque plate-forme 

à l�aide d�un modèle gros-grain. Ces modes de liaison sont ensuite raffinés grâce au programme 

RosettaDock en favorisant les configurations qui maximisent la compatibilité de la chaine 

principale de la plate-forme avec autant de résidus « hot spots » que possible. Puis en utilisant 

le programme RosettaScript, les résidus « hot spots » des positions HS1, HS2 et HS3 sont 

introduits séquentiellement sur la plate-forme, de manière à avoir une similarité topologique 

entre les résidus « hot spots » issus de l�étape d�ancrage des acides aminés isolés et les résidus 

correspondants identifiés sur la plate-forme. Pour chaque conformation, la reproduction des 

interactions entre les résidus transférés sur la plate-forme et la cible HA est évaluée ainsi que 

l�absence d�encombrement stérique. L�application de cette stratégie a permis d�identifier des 

plates-formes incorporant les 2 résidus « hot spots » correspondant à HS1 et HS2 et une série 

d�autres plates-formes incorporant les 3 résidus « hot spots ». Grâce au programme 

RosettaDesign, des mutations supplémentaires au niveau du reste de la surface de la plate-

forme sont suggérées sur la base des modèles de complexes afin de mieux accommoder les 

résidus « hot spots ». Ces modèles de complexes sont filtrés en fonction de l�énergie de liaison, 

de la surface enfouie et de la complémentarité de forme. Sur un total de 73 candidats ligands 

protéiques, produits à la surface de levure et testés pour leur activité de liaison à la région 

formant la tige de HA, 2 plates-formes HB36 (contenant uniquement les résidus « hot spots » 

de HS1 et HS2) et HB80 (contenant les 3 résidus « hot spots ») ont montré des affinités de 
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liaison pour HA de 200 nM et 5 µM respectivement. Les plates-formes natives dont sont issus 

ces variants ne se lient pas à HA, démontrant ainsi que la liaison se fait par l�intermédiaire de la 

surface conçue de novo de la plate-forme. Une bibliothèque de variants de HB36 et HB80 a été 

générée par mutagénèse par saturation de sites ou par PCR « error prone » en vue d'une 

maturation d'affinité ; les résultats de criblage ont permis d'identifier plusieurs variants ayant 

une affinité plus grande pour la cible par rapport aux plates-formes d'origine, les meilleurs Kd 

sont obtenus avec les variants HB36.3 et HB80.3 (4 et 3 nM respectivement). Une structure 

cristallographique du variant HB36.3 en complexe avec HA a confirmé le mode de liaison du 

ligand avec la cible tel que suggéré par le modèle.     

 

 Une approche, présentant des similarités mais également des différences importantes 

avec les stratégies de conception utilisées dans les exemples de greffage indépendant de la 

structure secondaire précédemment décrits, a été développée pour concevoir une protéine 

artificielle capable d�être reconnue par l�anticorps monoclonal neutralisant b12 développé 

contre la protéine d�enveloppe gp120 du virus HIV (Azoitei et al., 2011). Cet anticorps se lie à 

un épitope bien conservé de la gp120, au niveau du site de liaison de la protéine CD4 (CD4bs), 

constitué de 2 segments appelés boucles CD4b (résidus 365 à 372) et ODe (résidus 472 à 476). 

Ces travaux ont consisté à greffer un épitope composé de deux fragments polypeptidiques de la 

protéine gp120, reconnu par l'anticorps monoclonal neutralisant b12, sur des plates-formes 

capables d�accueillir ces fragments. Cette approche requiert, comme dans le cas de la méthode 

de conception indépendante de la structure secondaire, la recherche de plates-formes possédant 

des points d�ancrage pour greffer chacune des extrémités des segments polypeptidiques 

composant l�épitope à transférer. Cette stratégie est résumée sur la figure I.17.  
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Figure I.17 : Schéma des étapes de conception in silico de ligands ciblant l�anticorps b12 par transfert d�un motif discontinu 
constitué de deux boucles présentes dans la protéine gp120, sur des plates-formes non apparentées (Azoitei et al., 2011). 

 

La recherche de ces plates-formes à été réalisée dans une banque de données PISCES 

correspondant à une PDB triée contenant des structures non redondantes et de résolution élevée 

(13337 structures). Ainsi, des plates-formes capables d'accepter la chaîne principale des 

segments contenant le motif de liaison sont recherchées grâce au programme Multigraft Match 

implémenté dans la suite logicielle Rosetta. Partant des coordonnées atomiques des motifs 

contenus dans les deux segments CD4b et ODe de la gp120 en complexe avec b12, le 

programme Multigraft Match va aligner dans un premier temps le 1er segment à transférer avec 

tous les résidus des plates-formes contenues dans la PDB. Quatre types d�alignement sont 

utilisés : une superposition totale des résidus du segment, un alignement du résidu C-terminal 

du segment uniquement, un alignement du résidu N-terminal du segment uniquement et un 

alignement simultané des résidus C- et N-terminaux du segment. Lorsque les critères du 1er 

alignement sont satisfaits, un alignement avec le 2ème segment est effectué par alignement des 

deux résidus C- et N-terminaux uniquement. Le logiciel Rosetta inclut un filtre géométrique 

permettant de comparer les RMSD entre le segment de référence et le segment porté par la 
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plate-forme ainsi qu�un filtre stérique permettant d�éviter les encombrements stériques 

intramoléculaires. L�étape finale de la recherche consiste à éliminer les plates-formes 

sélectionnées qui conduiraient à un encombrement stérique intermoléculaire avec la cible b12. 

En plus des filtres automatiques, une sélection manuelle a permis d�éliminer les solutions pour 

lesquelles le motif à transférer fait un angle de 90° avec la chaine principale de la plate-forme. 

Ce protocole a permis de sélectionner 11 plates-formes satisfaisant les critères géométriques et 

stériques appliqués. La phase suivante de la méthode consiste à remplacer la chaîne principale 

native des plates-formes sélectionnées par celle des segments du motif puis de construire de 

nouveaux segments permettant de connecter le motif transféré au squelette de la plate-forme 

ainsi que les chaînes latérales avoisinant le motif. Ceci est réalisé grâce au programme 

Multigraft Design. Pour chaque plate-forme identifiée, des bibliothèques de mutants 

caractérisés par une diversité de structure et de séquence primaire au niveau des segments de 

raccord sont construites. Sur un total de 62 variants de plates-formes testés pour une expression 

et purification chez E. coli, 25 mutants seulement ont pu être exprimés de façon soluble et 

purifiés. Ces mutants ont été testés pour leur capacité de liaison à l'anticorps b12 par SPR 

(résonance plasmonique de surface). Une molécule guide produite, 2bodx_03, différant de la 

plate-forme native par 39 mutations et 11 délétions, se lie de manière spécifique à b12 mais 

avec une très faible affinité (Kd de 300 µM). Le taux de succès obtenus (nb de ligands 

protéiques capables de lier la cible/nombre de ligands conçus) ainsi que les affinités des 

variants sont donc très faibles. Le criblage par présentation à la surface de levure d'une 2ème 

bibliothèque de mutants de 2bodx_03 obtenus par mutagénèse aléatoire de la totalité de la 

séquence protéique a permis d'identifier le mutant 2bodx_43 se liant à b12 avec un Kd de 33 

nM. Une 3ème bibliothèque de mutants conçue à partir de 2bodx_43 a permis d'isoler le mutant 

2bodx_45 se liant à b12 avec une forte affinité similaire à la gp120 (Kd de 10 nM), alors qu'il 

ne diffère de 2bodx_43 que par 2 mutations. La superposition des structures cristallographiques 

des complexes 2bodx_43-b12 et gp120-b12 a montré un degré élevé de mimétisme, notamment 

au niveau des motifs de liaison de la plate-forme et de la gp120 ainsi que la reproduction des 

interactions existantes entre l'épitope et le paratope du complexe de référence. Cet exemple 

montre bien que malgré la faible efficacité de la méthode in silico mise en �uvre, le couplage 

de cette méthode avec des méthodes d�optimisation expérimentales peut être d�une redoutable 

efficacité.  

 

Cette approche a également été utilisée pour la conception de mime de l�épitope de la 
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protéine d�enveloppe gp41 du virus HIV reconnu par l�anticorps 2F5 (Azoitei et al., 2012). 

Pour ce faire, les chaines latérales du motif fonctionnel du virus HIV gp41 reconnu par 

l�anticorps neutralisant mAb 2F5 ont été transférées sur de nouvelles protéines plates-formes 

ayant des segments de chaines principales exposés dont les conformations sont similaires à la 

conformation de la chaine principale de l�épitope lorsque celui-ci est lié à l�anticorps. Ceci a été 

réalisé par greffage de fragments de chaine principale correspondant à l�épitope à transférer et 

par greffage de chaines latérales. Des études cristallographiques et de mutagénèse ont permis 

d�identifier le fragment 657EQELLELDKWASLW670 de gp41 comme étant le site de liaison à 

l�anticorps 2F5 avec les résidus DKW considérés comme critiques dans la liaison et dans la 

neutralisation du virus (Ofek et al., 2004 ; Julien et al., 2008 ; Bryson et al., 2009). Dans cette 

étude, des séquences raccourcies de l�épitope entier 657-670 de gp41, centrées sur le motif 

DKW, ont été choisies pour le transfert afin d�identifier des plates-formes mimant au mieux la 

conformation du motif d�intérêt. Un criblage d�une partie de la PDB a permis d�identifier des 

plates-formes avec des chaines principales exposées similaires à celle de l�épitope, puis les 

chaines latérales des séquences raccourcies de l�épitope ont été transférées sur les plates-formes 

et enfin des étapes de conception supplémentaires ont été appliquées afin de sélectionner des 

plates-formes capables d�interagir avec 2F5. Ces étapes ont permis de concevoir 28 plates-

formes différentes issues de 28 protéines natives différentes. Des variants de ces plates-formes 

ont ensuite été conçus grâce au logiciel Rosetta afin d�optimiser la solubilité et la stabilité des 

plates-formes. Sur les 98 variants conçus, 35 plates-formes se sont avérées solubles et ont pu 

être purifiées, dont sept se lient à 2F5 avec des Kd < 1 µM. Par ailleurs, une comparaison entre 

l�affinité de liaison pour 2F5 des épitopes peptidiques raccourcis seuls et celle des plates-

formes portant ces épitopes montre que les plates-formes portant les épitopes se lient à 2F5 

avec une meilleure affinité que les épitopes seuls correspondants, grâce à des taux de 

dissociation plus faibles.  

Trois plates-formes issues de cette approche de transfert de chaines latérales (SC_2cx5, 

SC_1wnu et SC_1zko montrant des Kd pour 2F5 de 40,2 nM, 109,4 nM et >2 µM 

respectivement) ont été choisies pour réaliser la 2ème étape de l�étude. Les 3 protéines natives de 

ces plates-formes ont servi de support pour le transfert des chaines principales des épitopes 

précédemment sélectionnés (Figure I.18).  
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Figure I.18 : Etapes de transfert de chaine principale. I) Alignement de l�épitope (en bleu) sur la plate-forme sélectionnée. II) 

Délétion de la chaine principale de la plate-forme native correspondant à l�épitope résultant en un polypeptide déconnecté. III) 
Reconstruction de nouvelles régions aux extrémités de l�épitope (en rouge) afin d�intégrer l�épitope dans la plate-forme. IV) 

Plate-forme finale portant l�épitope transféré en interaction avec l�anticorps. 

 

Le protocole utilisé est similaire à celui décrit ci-dessus dans le travail de Azoitei et al. portant 

sur le transfert de chaine principale et des chaines latérales de l�épitope de la gp120 (Azoitei et 

al., 2011). Un total de 5000 variants ont été conçus à partir de chacune des 3 plates-formes, puis 

ont été soumis à divers filtres et classés selon des critères énergétiques et géométriques, ainsi 

que des critères relatifs à la compacité. Trois ou quatre variants de chacune des 3 plates-formes 

parentes ont été sélectionnés pour une caractérisation expérimentale. Les résultats des tests de 

liaison ont montré que les trois variants de la plate-forme BB_2cx5 issue de transfert de chaine 

principale de l�épitope ont des affinités pour 2F5 (Kd de 1,4 nM, 8 nM et 15,5 nM) supérieures 

à celle de la plate-forme SC_2cx5 issue de transfert de chaines latérales de l�épitope (Kd de 

40,2 nM). De même les trois variants de la plate-forme BB_1wnu ont des affinités pour 2F5 

(Kd de 8,3 nM, 8,9 nM et 29 nM) supérieures à celle de la plate-forme SC_1wnu (Kd de 91 

nM). En revanche, aucun des 3 variants de BB_1zko ne montre d�affinité significative pour 2F5 

alors que le variant SC_1zko possède une faible affinité (Kd > 2 µM). Une analyse 

cristallographique des deux paires de plates-formes SC_2cx5/BB_2cx5_001 et 

SC_1wnu/BB_1wnu_001 montre que les structures sont en assez bon accord avec les modèles 

établis in silico. Cette étude a donc montré la validité de l�approche de greffage de segment 

peptidique. Toutefois, on peut noter que les différences d�affinité observées entre les ligands 

protéiques issus des deux méthodes de greffage restent modestes (de l�ordre d�un facteur 10).  

 

I.5 Conclusion  

 

Les exemples décrits dans le paragraphe I.4.4.3 montrent clairement que l�objectif de 

développer des ligands protéiques in silico par greffage de motifs fonctionnels sur des plates-

formes protéiques peut être atteint. Ces motifs fonctionnels sont le plus souvent issus d�études 
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de mutagénèse dirigée et d�études structurales disponibles pour un nombre croissant de 

partenaires protéiques naturels. Des interactions énergétiquement importantes peuvent 

également être identifiées par des méthodes de simulations. Plusieurs méthodes de greffage ont 

été reportées. Le greffage de chaines latérales sur des plates-formes identifiées par analogie de 

structure secondaire avec un ligand de référence a tout d�abord été mis en �uvre et a conduit à 

des succès importants. L�introduction de méthodes de sélection de plates-formes protéiques 

indépendante de la structure secondaire, bien que nécessitant des outils bioinformatiques 

performants, a également permis d�obtenir des ligands protéiques d�affinité significative. Les 

méthodes plus récemment introduites visant à greffer des segments peptidiques correspondants 

à des épitopes protéiques ont également conduit à des ligands protéiques d�intérêt. En dépit des 

succès obtenus, le nombre d�études mettant en �uvre ces diverses approches reste faible et les 

données expérimentales disponibles ne permettent pas encore d�évaluer la robustesse des 

différentes approches in silico. 
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CHAPITRE II : Les interactions protéines � protéines 

 

La plupart des processus biologiques impliquent une reconnaissance entre des partenaires 

protéiques via la mise en contact de leurs surfaces. Ceci a lieu par la mise en jeu d�interactions 

intermoléculaires établies au niveau des interfaces ainsi formées. La connaissance des 

caractéristiques des interfaces protéine-protéine naturelles et de la nature des interactions 

résultant de l�association de ces partenaires peut contribuer au succès des approches de 

conception de ligands protéiques in silico. En effet, des critères de sélection et de validation des 

ligands protéiques artificiels issus de ces méthodes pourraient être définis afin d�augmenter leur 

taux de succès. Les interfaces protéine-protéine peuvent être analysées selon plusieurs critères : 

les propriétés structurales, les propriétés chimiques, les propriétés électrostatiques ainsi que les 

aspects thermodynamiques liés aux phénomènes de solvatation et aux différentes interactions 

mises en jeu au niveau des interfaces. Dans ce chapitre nous allons passer brièvement en revue 

les travaux reportés dans la littérature décrivant l�analyse de complexes protéine-protéine 

naturels et les paramètres permettant de les caractériser. 

 

II.1 Classification des complexes protéine-protéine naturels 

 

La capacité de certaines protéines à former des complexes spécifiques stables est 

fondamentale dans les processus biologiques. Il existe deux types de complexes selon leur 

durée de vie :  

- les complexes non covalents ou transitoires : les complexes antigène-anticorps (Fab D44.1-

lysozyme), enzyme-inhibiteur (Elastase-elafin), récepteur-ligand (Herceptin-EGFR) ou les 

complexes impliqués dans la transduction de signal (Rho-Rho GAP) appartiennent  au groupe 

des complexes non covalents. De manière générale, les différents composants formant ce type 

de complexe ne sont pas co-localisés et nécessitent donc d�être stables à l�état libre, de se 

replier séparément et d�assurer leurs fonctions de manière indépendante avant de s�associer.  

- les complexes permanents : dans un complexe permanent, les composants du complexe in 

vivo ne peuvent pas exister sous forme stable lorsqu�ils sont dissociés. Par exemple, les 

interactions entre les sous-unités d�une protéine oligomérique sont permanentes et ne sont 

rompues que lorsque la protéine est dénaturée ou dégradée, tel est le cas de l�homo-dimère 



PARTIE B   

CHAPITRE II : Les interactions protéines � protéines 

 86 

répresseur Arc du phage P22.  

Il faut cependant garder à l�esprit que l�appartenance d�une protéine à l�une ou l�autre de ces 

catégories n�est pas toujours stricte et peut dépendre des conditions physiologiques et de 

l�environnement (Nooren et Thornton, 2003). 

 

L�analyse des interactions protéine-protéine réalisée ci-après ne concernera que les complexes 

hétéro-dimériques non covalents qui jouent un rôle prépondérant dans divers processus 

biologiques et qui vont servir de modèles au cours de notre travail, dans un objectif de 

conception de nouveaux ligands protéiques inhibiteurs de cibles d�intérêt.  Les 1ères analyses 

réalisées sur les interfaces protéine-protéine dans les complexes hétéro-dimériques étaient 

basées sur un nombre très restreint de structures (Chothia et Janin, 1975 ; Janin et Chothia, 

1990). Avec le nombre sans cesse croissant de structures 3D de protéines à l�état libre et à l�état 

lié disponibles dans la PDB et couvrant une gamme d�activités plus larges que celles 

précédemment décrites, les propriétés structurales et fonctionnelles des interfaces protéine-

protéine sont à présent mieux connues et permettent une meilleure compréhension des 

phénomènes d�association.       

 

II.2 Propriétés structurales des interfaces  

Dans un complexe, les protéines entrent en interaction via une surface de contact appelée 

interface, qui peut être caractérisée selon plusieurs paramètres.    

 

II.2.1 Taille de l�interface  

La taille de l�interface est estimée par certains auteurs comme la surface totale enfouie 

lors de l�interaction (DASA), elle est mesurée par la somme de la surface accessible au solvant 

(ASA pour Accessible Surface Area) des deux protéines (A et B) moins la surface accessible au 

solvant du complexe AB (Figure II.1) :  

 

DASA = ASAA + ASAB - ASAAB. 
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Figure II.1 : Interface et surface accessible au solvant. Gauche : Schéma représentant la surface accessible au solvant (zones 

hachurées en gris) pour les protéines A et B à l�état libre (haut) et pour les protéines à l�état lié AB (bas). L�interface du 
complexe correspond à la partie qui n�est plus accessible au solvant (W) après formation du complexe.  

Droite : A : Représentation en mode surface de la trypsine (vert) en complexe avec son inhibiteur (cyan) (code PDB 2PTC) 
montrant la surface accessible au solvant entourée des molécules d�eau (sphères rouges). B : la séparation des monomères 

montre la surface qui devient enfouie lors de la formation du complexe et qui correspond à l�interface du complexe (entourée 
par des cercles noirs).    

 
Selon une étude réalisée par Lo Conte et ses collaborateurs sur 75 complexes protéiques 

non covalents de structures 3D connues (24 complexes protéase-inhibiteur, 19 complexes 

anticorps-antigène et 32 autres complexes dont 9 enzyme-inhibiteur et 11 impliqués dans la 

transduction de signal), la plupart des complexes protéiques enfouissent une surface allant de 

1200 à 2000 Å2, cette gamme étant considérée comme une taille d�interface standard (70% des 

interfaces considérées) (Lo Conte et al., 1999). Cependant, il existe parmi ces complexes 3 

petites interfaces d�environ 1150 Å2 telles que les complexes CheA-CheY (1140 Å2), 

cyclophilin-HIV capsid (1170 Å2) et cytochrome peroxydase-cytochrome C (1170 Å2), et 20 

larges interfaces d�environ 3300 Å2 telles que les complexes thrombin-hirudin (3350 Å2) ou 

Gt!$-phosducin (4660 Å2). De manière générale, les interfaces de petite taille sont considérées 

comme caractéristiques des complexes de basse stabilité et de courte durée de vie, comme c�est 

le cas pour le complexe cytochrome peroxydase-cytochrome C dont la réaction catalytique est 

très rapide et ne nécessite donc pas une forte affinité de liaison. Par ailleurs, selon Lo Conte et 

al., chacune des deux protéines impliquées dans le complexe participe de manière égale dans la 

taille de l�interface (50±3 %), à l�exception des complexes protéase-inhibiteur qui participent à 
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la taille de l�interface avec un ratio de 46 et 54 respectivement, dû à une surface convexe de 

l�inhibiteur se plaçant dans un site actif concave de la protéase.    

D�autres auteurs ont reporté des études de complexes protéine-protéine dans lesquels la taille 

de l�interface, déterminée pour des hétéro-complexes, est définie sur la base du changement de 

la surface accessible au solvant lors du passage de l�état monomérique à l�état dimérique (Jones 

et Thornton, 1996). Cette variation correspond donc à la partie d�une protéine qui se trouve 

restreinte d�accessibilité au solvant consécutivement à la formation du complexe avec son 

partenaire protéique. La taille moyenne de ces interfaces déterminée pour une série de 27 

hétéro-complexes transitoires divers est de 983 Å2. Cependant ces données indiquent également 

une grande dispersion des tailles d�interface dans cette série de complexes (s = 582 Å2).  

 

II.2.2 Structure des sites de reconnaissance dans les interfaces   

Il est souvent admis que les protéines s�associent par l�intermédiaire de « patchs » ou 

sites de reconnaissance spécifiques sur leurs surfaces. Les interfaces sont en général 

constituées d�un site de reconnaissance principal de taille standard additionné de sites dont les 

surfaces sont plus petites, et dans des cas plus rares, le site de reconnaissance principal peut être 

dupliqué. Une étude réalisée sur 70 complexes protéine-protéine divers (Chakrabarti et Janin, 

2002) a montré que la majorité des interfaces (46) possèdent un site de reconnaissance unique, 

18 interfaces possèdent 2 sites de reconnaissance et 6 interfaces en possèdent 3 à 4 (Figure 

II.2).  
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Figure II.2 : « Patchs » de reconnaissance dans les complexes protéase-inhibiteur. Les sites de reconnaissance sont représentés 

en zones de couleurs différentes sur la surface d�une protéine tandis que la 2ème protéine est représentée en tube. A : Site de 
reconnaissance unique (rouge) à l�interface entre la trypsine (gris) et PTI (vert) (code PDB 2PTC). B : Ornithodorin (vert) et 
thrombin (gris) formant une interface avec deux sites de reconnaissance (rouge et bleu) (code PDB 1TOC). C : Facteur VIIA 
(vert) et facteur tissulaire soluble (gris) formant une interface avec trois sites de reconnaissance (rouge, bleu et jaune) (code 

PDB 1DAN). (Chakrabarti et Janin, 2002) 
  

 
Tous les complexes protéase-inhibiteur étudiés ayant une taille d�interface standard possèdent 

un site de reconnaissance unique tandis que les complexes protéase-inhibiteur de taille plus 

grande ainsi que ceux impliqués dans la transduction de signal comprennent plusieurs sites de 

reconnaissance au niveau de leurs surfaces. Ces données indiquent donc une étroite corrélation 

entre la taille de l�interface et le nombre de sites de reconnaissance. En effet, 43 interfaces 

parmi les 46 possédant un site de reconnaissance unique ont une taille < 2000 Å2, ce qui 

correspond à une taille inférieure ou égale à la taille d�interface standard.  

 

Ces auteurs se sont également intéressés à la structure des motifs de reconnaissance. Ceux-

ci sont formés d�atomes qui appartiennent à l�interface entre les protéines et dont la surface 

accessible au solvant (ASA) diminue partiellement ou totalement lors de la formation du 

complexe. Chaque « patch » est divisé en trois parties :  

- les résidus formant le c�ur du patch (Zone A)  

- les résidus entourant le c�ur du patch (Zone B)  

- les résidus formant le bord ou la couronne du patch (Zone C)  
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Figure II.3 : Structure des interfaces protéiques. A : Représentation schématique d�un patch de reconnaissance au niveau de 
l�interface montrant la zone A correspondant au c�ur et les zones B et C correspondant à la couronne. B : Représentation en 

mode surface de la protéine 2-phospho-D-glycérate hydrolase (code PDB 1EBH) montrant le c�ur de l�interface en rouge et la 
couronne en bleu.    

 
 
Les atomes formant la zone A sont totalement enfouis dans l�interface (ASA = 0) lors de la 

formation du complexe tandis que les atomes des zones B et C gardent une accessibilité au 

solvant partielle, et serviraient à isoler le c�ur du solvant. Par ailleurs, les atomes de A et B 

sont des atomes de contact établissant des interactions de type Van der Waals avec l�autre 

partenaire du complexe.  

Une interface moyenne contient 211 atomes appartenant à 52 résidus, dont la moitié environ 

sont des atomes de contact (types A et B) et le tiers sont des atomes totalement enfouis (type 

A), ce qui correspond à environ 13 résidus de contact par protéine dont 9 totalement enfouis 

(Lo Conte et al., 1999). Les données issues des travaux de Chakrabarti et Janin sont similaires 

et montrent que toutes les interfaces analysées possèdent au moins un patch de surface, dont la 

taille moyenne est de 800 Å2 (Chakrabarti et Janin, 2002). Cette interface comporte en moyenne 

85 atomes appartenant à 23 résidus dont 12 et 11 forment respectivement le c�ur et la couronne 

du site. La composition de la zone correspondant au c�ur du patch est différente de celle 

correspondant à la couronne ainsi que du reste de la surface de la protéine. Par ailleurs, dans les 

complexes hétéro-dimériques, les résidus formant le c�ur du patch sont plus conservés que 

ceux formant la couronne. Cette constatation est particulièrement vraie pour les complexes 

enzyme-inhibiteur dans lesquels les sites actifs des enzymes ont évolué de façon à conserver 

leurs fonctions spécifiques. En revanche, les résidus formant le c�ur et la couronne des 

interfaces dans les complexes antigène-anticorps sont peu conservés, ce qui s�explique par le 

fait que les séquences d�anticorps doivent évoluer de façon à se diversifier pour reconnaitre une 

large variété d�antigènes (Guharoy et Chakrabarti, 2005).     
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Bogan et Thorn ont proposé un autre modèle décrivant la structure des sites de 

reconnaissance avec une segmentation c�ur/couronne (Bogan et Thorn, 1998). Cette étude 

fondée sur l�analyse d�une base de données de 2375 mutations en alanine dans des complexes 

protéine-protéine a conduit à plusieurs conclusions importantes. Il n�existe pas de corrélation 

entre la surface enfouie par résidu et la variation d�énergie libre de liaison associée à la 

substitution de ce résidu en alanine. Par ailleurs, la variation d�énergie libre de liaison n�est pas 

uniformément répartie parmi les résidus formant le site de reconnaissance. Il existe en fait un 

nombre restreint de résidus pour lesquels la substitution en alanine conduit à une diminution de 

l�énergie libre de liaison de plus de 2 kcal/mol. Ces résidus correspondent à des « hot spots » au 

niveau des interfaces et joueraient un rôle essentiel d�un point de vue énergétique dans 

l�interaction entre les protéines (Voir chapitre précédent). La proposition de ces auteurs est que 

ces résidus sont généralement enfouis et regroupés au centre des sites de reconnaissance et sont 

entourés de résidus accessibles qui ont un effet moindre sur l�affinité de liaison (Figure II.4). 

On voit bien que ce modèle de structure des sites de reconnaissance est très convergent avec 

celui décrit par Lo Conte et al. ainsi que Chakrabarti et Janin. 

 

 
 

Figure II.4 : Résidus « hot spots » au niveau des interfaces protéine-protéine. A : hormone de croissance humaine (jaune) en 
complexe avec son récepteur homo-dimérique (gris clair et foncé). B : Interface d�interaction entre les protéines avec en rouge 
les 6 résidus « hot spots » dont la mutation abolit l�interaction. Les résidus appartenant à la couronne du site de reconnaissance 

sont représentés en bleu (Ofran et Rost, 2007).   

 
 

II.2.3 Complémentarité géométrique entre les surfaces  

Plusieurs méthodes ont été proposées pour estimer la complémentarité géométrique 

entre les surfaces en interaction dans un complexe protéine�protéine. L�indice de vide 

interfacial ou « gap index » a été proposé pour estimer la complémentarité géométrique de 
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deux partenaires protéiques impliqués dans un complexe (Jones et Thornton, 1996). Cet indice 

est défini par la relation suivante :   

 

Gap index (Å) = volume vide entre molécules (Å3) / interface ASA (Å2). 

 

Cet indice est calculé en utilisant la procédure développée par Laskowski (Laskowski, 1991). 

Plus le « gap index » est petit, plus l�empilement au niveau des interfaces protéine-protéine est 

compact. Ceci peut conduire à l�optimisation des interactions de Van der Waals et à la 

limitation de l�accessibilité au solvant. Selon l�étude menée par Jones et Thornton sur une série 

de complexes protéine-protéine naturels (Jones et Thornton, 1996), les surfaces d�interaction 

dans les hétéro-complexes sélectionnés pour cette étude se caractérisent par une valeur 

moyenne du « gap index » de 2,48 Å mais les fluctuations observées sont importantes (s = 1,02 

Å). Ces auteurs ont également montré que la complémentarité était la plus élevée pour les 

complexes enzyme-inhibiteur (valeur moyenne du « gap index » = 2,20 Å) tandis que les 

complexes antigène-anticorps sont les moins complémentaires (valeur moyenne du « gap 

index » = 3,02 Å). Ce dernier résultat peut être expliqué par la présence d�un pourcentage plus 

élevé en résidus aromatiques au niveau des sites de liaison à l�antigène sur les anticorps 

(Padlan, 1990) par rapport aux autres interfaces. Ces résidus aromatiques ayant des degrés de 

liberté conformationnelle moindres par rapport à de plus petits résidus hydrophobes ou 

polaires, leur prévalence peut conduire à une compacité plus faible au niveau des interfaces. 

Ces constatations sont également en accord avec les travaux de Lawrence et Colman (Lawrence 

et Colman, 1993) utilisant le coefficient de corrélation de forme Sc afin d�évaluer la 

complémentarité géométrique des interfaces protéine-protéine. 

 

La méthode du polyèdre de Voronoï constitue une troisième méthode permettant 

d�évaluer la compacité des interfaces (Richards, 1974). Cette méthode consiste à tracer un 

polyèdre de Voronoï autour de chaque atome enfoui dans l�interface, à calculer le volume de ce 

polyèdre pour chaque atome puis à additionner ces volumes. Le volume résultant V est 

comparé à une valeur de référence V0 correspondant aux volumes moyens occupés par les 

atomes de résidus enfouis à l�intérieur de la protéine. Un ratio V/V0 > 1 indique que la 

compacité au niveau des interfaces est plus faible que celle à l�intérieur des protéines. Lo Conte 

et ses collaborateurs ont utilisé ce ratio afin de déterminer la compacité des interfaces dans les 

75 complexes étudiés et les résultats obtenus ont montré que le ratio V/V0 est de 1,01 (±0,06) 
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pour tous les complexes (Lo Conte et al., 1999). Ce résultat montre que les atomes enfouis au 

niveau des interfaces protéine-protéine sont aussi fortement compactés que ceux au c�ur des 

protéines. Cependant, par cette méthode, aucune différence dans le degré de compacité n�a été 

observée entre les complexes enzyme-inhibiteur et les complexes anticorps-antigène. Il est à 

noter également que cette méthode possède un biais car elle ne prend en considération que les 

atomes totalement enfouis ce qui correspond au 1/3 des atomes de l�interface.  

 

La planéité des interfaces dans un ensemble de 70 complexes protéine-protéine a 

également été étudiée. Chakrabarti et Janin ont quantifié cette caractéristique (*) en calculant le 

RMSD sur la position de tous les atomes présents à l�interface par rapport à un plan des 

moindres carrés tracé à travers les atomes (Chakrabarti et Janin, 2002). Les résultats ont montré 

que les interfaces des complexes antigène-anticorps sont plus planes (* = 2,5 Å) que la 

moyenne (* = 3 ± 0,6 Å) tandis que les interfaces des complexes protéase-inhibiteur sont moins 

planes (* = 3,5 Å). En effet, dans le cas des complexes protéase-inhibiteur, l�interaction a lieu 

par le biais de résidus catalytiques qui sont généralement localisés dans des cavités présentes à 

la surface des enzymes. Ces résultats confirment les observations faites antérieurement sur un 

ensemble plus restreint d�interfaces protéine-protéine (Jones et Thornton, 1996) où la déviation 

moyenne des atomes * était de 2,80 Å. Toutefois, des fluctuations importantes sont associées à 

cette valeur (s = 0,87 Å).  

 

II.2.4 Changements conformationnels  

Lors de la formation d�un complexe protéine-protéine, des changements 

conformationnels au niveau de la structure des protéines peuvent se produire : les protéines se 

déforment pour s�adapter à leurs partenaires et des mouvements de chaines latérales et/ou de 

chaine principale peuvent avoir lieu afin de contribuer à la compacité des interfaces et à la 

formation de liaisons hydrogène. Il est possible d�analyser ces changements conformationnels 

en comparant les structures cristallographiques des protéines à l�état libre et à l�état lié. Les 

travaux de Lo Conte et al. ont montré que les protéases, les inhibiteurs, les antigènes et les 

anticorps associés dans des complexes de taille d�interface standard subissent très peu de 

modifications conformationnelles (Lo Conte et al., 1999). De faibles modifications 

conformationnelles peuvent concerner des rotations de chaînes latérales de surface comme c�est 
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le cas dans le complexe Chymotrypsin-ovomucoid (Fujinaga et al., 1987). Les modifications 

conformationnelles peuvent également impliquer de faibles mouvements au niveau de la chaîne 

principale de boucles de surface ou de courts segments de chaine polypeptidique (jusqu�à 1,5 

Å). Il existe cependant des exceptions, telles que le complexe trypsinogen-pancreatic trypsin 

inhibitor (PTI). En effet, dans le trypsinogen à l�état libre, la région formant la poche de 

spécificité est partiellement désordonnée ; elle devient complètement ordonnée lors de 

l�association avec le PTI (Bode et al., 1978). Ce changement conformationnel induirait une 

baisse importante de la stabilité du complexe (diminution du Kd d�un facteur 106) par rapport 

aux complexes formés avec la trypsin qui possèdent une structure entièrement ordonnée, alors 

que les structures des interfaces sont presque identiques. Contrairement aux complexes de taille 

d�interface standard subissant très peu de modifications conformationnelles, les complexes dont 

la taille d�interface est importante peuvent subir d�importants changements conformationnels 

tels que de larges mouvements au niveau de boucles ou d�hélices " ou des déplacements de 

domaines entiers. Ce dernier cas est illustré par le facteur d�élongation EFtu de E. coli dont les 

deux sous-unités se déplacent de 18° lors de la formation du complexe EFtu-EFts (Kawashima 

et al., 1996).  

 

II.3 Composition chimique des interfaces et nature des résidus  

L�hydrophobie des sites de reconnaissance est susceptible d�être plus élevée que celle 

des surfaces qui ne sont pas impliquées dans des interactions hydrophobes. Il a donc été 

proposé d�évaluer cette hydrophobie en déterminant l�importance relative des différents types 

acides aminés dans les interfaces de complexes. Toutefois, cette distribution des résidus 

présents à l�interface doit être comparée à celle des résidus présents sur la surface de la 

protéine.  

 

Les résidus présents à la surface des protéines peuvent être classés en 3 groupes : les résidus 

non polaires (contenant des carbones aliphatiques et aromatiques), les résidus polaires neutres 

(contenant des atomes autres que le carbone, sauf les résidus portant une charge électrique 

nette) et les résidus chargés. Selon Miller et al., la composition moyenne d�une surface 

accessible au solvant de petites protéines globulaires est non polaire à 57%, polaire neutre à 

24% et chargée à 19% (Miller et al., 1987). Des résultats très similaires ont été obtenus par Lo 

Conte et ses collaborateurs dans une étude réalisée sur 75 complexes protéiques dans laquelle 
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ces auteurs ont observé que l�interface moyenne est composée de résidus non polaires à 56%, 

de résidus neutres polaires à 29% et de résidus chargés à 15% (Lo Conte et al., 1999). Les 

interfaces des complexes protéase-inhibiteur ont cependant une composition plus hydrophobe 

que la moyenne (61% de résidus non polaires) et les interfaces des complexes anticorps-

antigène ont une composition plus polaire que la moyenne (51% de résidus non polaires). Au 

total, cette étude a montré que la dispersion autour des valeurs moyennes de chacune des 

fractions (non-polaire, polaire, chargé) est très importante (Lo Conte et al., 1999).  

 

D�autres études réalisées avec des complexes hétéro-dimériques et homo-dimériques 

ont montré que les interfaces des complexes hétéro-dimériques étaient plus polaires que les 

interfaces des complexes homo-dimériques (Jones et Thornton, 1996 ; Nooren et Thornton, 

2003). Cette caractéristique reflète probablement la possibilité des protéines impliquées dans 

les complexes hétéro-dimériques transitoires d�exister sous forme de monomères dans les 

conditions physiologiques ; une interface relativement polaire est donc énergétiquement plus 

favorable. En revanche, les protéines impliquées dans les complexes homo-dimériques ne sont 

stables que sous forme dimérique et leur surface hydrophobe est donc constamment enfouie. 

     

Les 20 acides aminés ne sont pas tous distribués de la même manière au niveau des 

interfaces et des surfaces totales des complexes (Lo Conte et al., 1999). En effet, les interfaces 

sont plus riches en résidus aromatiques His, Tyr, Phe et Trp que les surfaces moyennes des 

protéines (21% contre 8%) et également plus riches en résidus aliphatiques Leu, Ile, Val et Met 

(17% contre 11%). Ces interfaces possèdent moins de résidus chargés (Asp, Glu et Lys) que la 

surface exposée au solvant dans le complexe, à l�exception notable du résidu Arg qui représente 

10% des résidus présents aux interfaces. L�abondance de ce résidu au niveau des interfaces de 

protéines pourrait être due au caractère amphiphile de sa chaine latérale qui contribue de 

manière importante à différents types d�interactions intermoléculaires. Les interfaces des 

complexes protéase-inhibiteur sont particulièrement riches en Cys et celles des complexes 

antigène�anticorps sont très riches en résidus Tyr qui contribuent au 1/6 de leurs interfaces.   

 

De façon plus détaillée, la composition des « patchs » de reconnaissance au niveau des 

interfaces a été déterminée. Une étude réalisée par Chakrabarti et Janin a montré que les atomes 

totalement enfouis dans l�interface appartenant au c�ur du site de reconnaissance (zone A) sont 

nettement moins polaires (63% de résidus non polaires) que les autres atomes de l�interface qui 
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ont gardé une accessibilité partielle au solvant (Chakrabarti et Janin, 2002). Le c�ur est très 

riche en résidus aromatiques, notamment Trp et Tyr, et les résidus chargés ainsi que Ser et Thr 

sont très rares. La couronne semble avoir une composition très pauvre en résidu Phe et plus 

riche en Asn, Glu et Gly que le c�ur. La composition des « hot spots » définis par Bogan et 

Thorn est en accord avec celle mise en évidence pour le c�ur et la couronne des sites de 

reconnaissance avec une abondance de résidus Trp, Tyr et Arg et une déplétion en résidus Ser et 

Thr (Bogan et Thorn, 1998). En revanche, les résidus Leu et Val présents en faibles proportions 

dans le c�ur et la couronne sont absents des « hot spots ». 

 

II.4 Propriétés électrostatiques des interfaces  

 

II.4.1 Complémentarité de charge 

Les analyses des interactions électrostatiques entre protéines ont longtemps été limitées 

au dénombrement des résidus chargés et des ponts salins au niveau des interfaces (Janin et 

Chothia, 1990; Jones et Thornton, 1995). Il était généralement admis que les interfaces 

protéine-protéine se caractérisaient par une complémentarité de charge qui se manifesterait par 

la présence d�interactions, appelées ponts salins, établies entre des groupements chargés de 

signes opposés portés par les chaînes latérales d�acides aminés. Des travaux ont tenté de 

quantifier cette complémentarité (McCoy et al., 1997). Le calcul de la complémentarité de 

charge nécessite l�identification de tous les atomes d�une protéine en contact avec des atomes 

avoisinants de l�autre protéine du complexe. Des charges sont assignées aux atomes en contact 

et un coefficient de corrélation r entre les listes de charges est calculé. La complémentarité de 

charge est définie selon McCoy et ses collaborateurs par l�équation : CC = - r. Plus la valeur de 

CC est positive, plus les charges au niveau de l�interface sont complémentaires et plus cette 

valeur est négative, plus les charges sont similaires. Deux atomes sont considérés avoisinants 

sur une interface lorsque la distance qui les sépare est inférieure ou égale à une distance seuil 

fixée à 3 Å (des distances de 3,5 et 4 Å ont également été testées). Une étude sur 12 interfaces 

protéine-protéine a conduit à la conclusion qu�aucun des complexes étudiés ne montre de 

valeur significative de CC pour les 3 distances seuil testées (McCoy et al., 1997). Ainsi, les 

interfaces protéine-protéine ne montrent pas de complémentarité de charge telle que mesurée 
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par CC, ce qui abolit l�hypothèse souvent admise dans la littérature que les interactions 

intermoléculaires ont lieu entre des surfaces avec des charges de surface complémentaires.   

 

II.4.2 Complémentarité électrostatique 

La complémentarité électrostatique entre les surfaces a été utilisée pour analyser les 

interactions entre partenaires protéiques et également dans plusieurs méthodes d�ancrage 

protéine-protéine. Avec le développement de modèles de continuum électrostatique pour les 

protéines, il est devenu possible de calculer le potentiel électrostatique des protéines en 

résolvant numériquement l�équation de Poisson-Boltzmann (Davis et McCammon, 1990). Ce 

modèle permet de calculer le potentiel électrostatique au voisinage d�une protéine de structure 

3D connue en fonction des constantes diélectriques du solvant et du soluté, de la force ionique 

de la solution, de l�accessibilité des ions à l�intérieur de la protéine et de la distribution de 

charges de celle-ci. Le potentiel électrostatique résultant est calculé en tous points d�une grille 

tridimensionnelle contenant la protéine d�intérêt. La projection du potentiel électrostatique ainsi 

calculé sur la surface de la protéine peut être visualisée à l�aide d�un code de couleurs 

représentant le signe et l�intensité du potentiel.  

 

L�étude réalisée par McCoy et ses collaborateurs sur 11 complexes protéiques ne montrant pas 

de complémentarité de charges significative a permis de mettre en évidence une 

complémentarité des potentiels électrostatiques des interfaces étudiées qui sont 

complémentaires et anti-corrélés (McCoy et al., 1997). Un exemple de complémentarité 

électrostatique à l�interface entre deux partenaires d�un complexe hétéro-dimérique est illustré 

dans la figure II.5 pour le complexe IL-4/IL-4R".    
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Figure II.5 : Potentiel électrostatique de surface de l�interleukine IL-4 et de son récepteur IL-4Ra (code PDB 1IAR). Les zones 
de potentiel électrostatique positif sont représentées en bleu et les zones de potentiel électrostatique négatif en rouge. Les zones 
de contact entre l�interleukine et son récepteur sont indiquées par un cercle et montrent la complémentarité électrostatique entre 

les interfaces. 

 
 
Ces résultats contredisent donc ceux de l�étude de Slagle et al. qui suggérait que la 

complémentarité électrostatique au niveau des interfaces protéine-protéine était liée à la 

présence et au nombre de ponts salins à l�interface (Slagle et al., 1994). En réalité, les charges 

non impliquées dans des ponts salins contribuent également de manière significative à la 

complémentarité électrostatique à l�interface entre les protéines.     

Les résultats ci-dessus montrent bien que le potentiel électrostatique calculé à l�aide de 

l�équation de Poisson-Boltzmann permet une meilleure compréhension des aspects 

électrostatiques des interactions protéine-protéine. Cette méthode a d�ailleurs permis de mettre 

en évidence des similarités des propriétés de reconnaissance au sein de différentes sous-

familles de protéines (De Rienzo et al., 2000).  

 

II.5 Phénomène d�association 

 

II.5.1 Aspects thermodynamiques 

Le phénomène d�association d�un complexe protéine-protéine est caractérisé par sa 

constante d�équilibre K ou constante de dissociation (unité mol/L). Cette constante est associée 
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à la variation d�énergie libre standard d�association appelée également énergie libre de Gibbs 

+G° (unité kcal/mol) :  

!G° = - RT ln K 

+G° correspond à la variation de la fonction G entre l�état initial du système (les partenaires 

protéiques à l�état libre) et l�état final (le complexe des deux partenaires formé) dans les 

conditions standard. R est la constante universelle des gaz parfaits égale à 1,987 cal糾K-1糾mol-1 et 

T est la température en degrés Kelvin. 

 

Pour un complexe entre une protéine et son ligand, l�affinité s�exprime par la valeur de la 

constante de dissociation Kd : plus cette valeur est faible, plus l�affinité du complexe est élevée.  

 

 
Figure II.6 : Représentation schématique de la formation d�un complexe protéine (A)-ligand (B) avec les constantes 

d�association Ka et de dissociation Kd.  

 
 
La variation d�énergie libre d�association correspond à la somme de deux contributions +H et 

+S, et est définie par l�équation fondamentale :  

 

+G = +H - T +S 

 

Où +H = variation d�enthalpie au cours de la transformation d�association. Elle est notamment 

associée à la formation de liaisons entre les composantes du système (partenaires protéiques et 

molécules de solvant mais également aux déformations géométriques nécessaires à la formation 

du complexe). 

Et +S = variation d'entropie qui caractérise la variation d�ordre du système incluant les deux 

partenaires et le solvant au cours de la transformation. 

La désolvatation des surfaces protéiques lors de la formation du complexe contribue à la 

composante +S. L�enfouissement de la surface accessible au solvant lors de la formation d�un 

complexe implique l�expulsion des molécules d�eau ; les interfaces protéine-protéine étant 

riches en résidus aromatiques et en résidus aliphatiques, la désolvatation des interfaces 

contribue de manière positive à l�entropie totale de l�interaction. Deux autres paramètres 



PARTIE B   

CHAPITRE II : Les interactions protéines � protéines 

 100 

contribuent à la variation de l�entropie : la réduction des degrés de liberté de rotation autour 

d�angles de torsion de la protéine ainsi que la perte des degrés de liberté de rotation et de 

translation lors de la formation du complexe.  

 

La composante +H inclut les modifications des termes d�énergie de liaisons non covalentes qui 

se produisent entre les partenaires lors de l�association entre les protéines du complexe. Ces 

interactions intermoléculaires sont représentées à l�aide d�une série de termes incluant les 

liaisons hydrogène, les interactions de Van der Waals, les interactions électrostatiques, les 

interactions cation-- etc.  

 

II.5.2 Interactions protéine-protéine  

 

- Interactions de Van der Waals 

 

Les interactions de Van der Waals correspondent à des interactions de faible intensité entre 

les atomes des interfaces de protéines (énergie entre 0,1 et 1 kJ/mol par paire d�atome) et dont 

l�énergie décroît de façon importante en fonction de la distance. Ces interactions sont 

néanmoins d�une importance considérable vu leur nombre important. Le terme de Van der 

Waals est en général calculé à l'aide d'un potentiel de Lennard-Jones appelé potentiel 6-12. Ce 

potentiel prend en compte deux effets principaux : les forces répulsives de Pauli, d�origine 

purement quantique, dominantes à courte distance et qui empêchent l�interpénétration mutuelle 

des nuages électroniques de deux atomes ; et les forces dispersives de London, dominantes à 

grande distance, et qui sont attractives et dues à l�interaction de dipôles instantanés entre eux. 

Les forces répulsives impliquent que l�énergie devient très défavorable à mesure que les atomes 

se rapprochent les uns des autres.  

 

- Liaisons hydrogène 

 

Les liaisons hydrogène jouent également un rôle important dans la stabilisation des 

complexes protéine-protéine. La liaison hydrogène peut être vue comme un cas particulier 

d�interaction de Van der Waals ; c�est une liaison non covalente, de type dipôle-dipôle qui 

résulte de l�interaction entre un atome d�hydrogène (H), lié à un atome électronégatif (O, N, S) 
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(donneur) et un deuxième atome électronégatif possédant une paire d�électrons non partagée 

(accepteur). Bien que de la même famille que les interactions de Van der Waals, les liaisons 

hydrogène présentent une intensité environ dix fois supérieure à celle de l�interaction de Van 

der Waals (énergie comprise entre 2 et 8 kcal/mol). 

 

Une étude menée sur 319 interfaces protéiques montre que les interfaces contiennent en 

moyenne 10,69 liaisons hydrogène (Xu et al., 1997). Ce résultat est en accord avec une 

précédente analyse basée sur un ensemble plus réduit d�interfaces (15 complexes protéase-

inhibiteur et 4 complexes anticorps-antigène) montrant que le nombre de liaisons hydrogène est 

compris entre 8 et 13 au niveau des interfaces étudiées, avec une moyenne de 10 (Janin et 

Chothia, 1990). Cependant, les fluctuations associées à ce nombre moyen de liaisons 

hydrogène par interface sont très élevées (12,35). La corrélation mise en évidence entre la taille 

de l�interface et le nombre de liaisons hydrogène intermoléculaires est à l�origine de 

l�utilisation de la densité superficielle de liaisons hydrogène pour comparer les interfaces 

protéine-protéine. 

L�étude réalisée par Xu et al. a également montré que les liaisons hydrogène au niveau des 

interfaces se font, par ordre de préférence, entre chaines latérales puis entre chaine principale et 

chaine latérale et enfin entre chaines principales des deux partenaires protéiques (39,3%, 35,4% 

et 22,6% respectivement) (Xu et al., 1997). L�ordre de fréquence des liaisons hydrogène par 

type d�atome impliqué est O-N puis O-O et enfin N-N (83,5%, 15,2% et 0,7% respectivement).  

Cette étude a également permis de décrire les caractéristiques géométriques des liaisons 

hydrogène (Xu et al., 1997). Elles sont caractérisées par l�existence d�une distance optimale 

entre les groupes donneurs et accepteurs estimée à 2,92 Å (la distance maximale observée étant 

de 3,76 Å et la distance minimale de 1,83 Å), mais aussi d�une orientation optimale des 

vecteurs de liaison (angle moyen entre le donneur, l�atome d�hydrogène et l�accepteur de 

150,7°). 

        

- Ponts salins 

 

On appelle pont salin l�interaction entre un groupement chargé sur une protéine et un 

groupement de charge opposée d'une autre protéine. L�intensité de ces interactions de nature 

électrostatique dépend de l�environnement local (type de solvant, constante diélectrique du 

milieu et pH). Les interactions de type pont salin sont fortes : l�énergie d�une paire d�ions 
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typique, comme le groupement carboxylate de Glu et le groupement ammonium de Lys dont les 

centres de charge sont séparés de 4 Å dans un milieu de constante 4, est égale à 86 kJ/mol 

(énergie plus forte qu�une liaison hydrogène).  

D�après l�étude réalisée par Xu et al., il y a environ 2 ponts salins par interface pour une 

distance < 4 Å entre les atomes (Xu et al., 1997). Sur les 54 interfaces correspondant à des 

structures de complexes à haute résolution, la moitié ne contient aucun pont salin et deux 

interfaces en contiennent 10 et 12. La formation des ponts salins se fait préférentiellement entre 

résidus Arg-Asp ou Arg-Glu.  

Cependant, contrairement aux interactions de Van der Waals qui sont faibles mais qui 

stabilisent significativement les complexes, les interactions de type pont salin ne stabilisent pas 

fortement les interfaces protéiques car les ions en milieu aqueux sont fortement solvatés et la 

formation d�un pont salin implique une énergie de désolvatation des chaines latérales chargées 

impliquées dans le pont salin. Cette contribution compense en grande partie l�énergie de nature 

électrostatique correspondant à l�interaction directe entre les groupements chargés. Cette 

constatation est étayée par les résultats obtenus dans une étude de 3 complexes bien 

caractérisés : barnase-barstar, hormone de croissance humaine-récepteur et neuraminidase N9-

anticorps NC41 pour lesquels l�effet électrostatique global est énergétiquement faible dans le 

1er complexe et défavorable dans les deux derniers (Sheinerman et al., 2000).     

 

- Interactions cation--  

 

L�interaction cation-- est une interaction non covalente entre un résidu aromatique 

(quadrupole) et un cation adjacent (monopole). 
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Figure II.7 : Vue représentant l�interface du complexe Ran-RCC1 et montrant des exemples d�interactions cation-- entre des 

résidus Arg et Tyr représentés en bâtons et sphères (R106-Y323 et R76-Y269). Les résidus Arg forment en plus des ponts salins 
entre leur groupement guanidinium et les chaines latérales de D384 et E334.    

 
 

Une étude portant sur l�identification d�interactions cation-- réalisée sur 81 complexes 

de protéines a montré que la moitié des interfaces contient au moins une interaction cation--, 

avec une préférence pour les interactions entre résidus Arg-Trp et Arg-Tyr qui s�explique par la 

fréquence élevée de ces résidus au niveau des interfaces protéiques (Crowley et Golovin, 

2005).    

 

II.6 Etude des interfaces de familles de complexes formés par une cible commune et ses 

différents ligands  

 

Les études précédemment décrites ont permis de déterminer des valeurs moyennes de 

paramètres caractéristiques des interactions protéine-protéine dans des ensembles de complexes 

naturels composés de partenaires différents. Ces études visaient à mettre au point des méthodes 

de localisation des sites de liaisons via l�analyse des surfaces de protéines. Un autre objectif 

important de ces travaux était de déterminer les critères les plus pertinents pour mettre au point 

des méthodes d�ancrage protéine-protéine plus efficaces. Cependant, une analyse des interfaces 

formées par une cible commune en complexe avec différents partenaires interagissant à un 

même site de liaison pourrait constituer un cadre de référence pour estimer les fluctuations 

autorisées pour les différents paramètres relatifs à un site unique. Dans le contexte de la 

conception in silico de nouveaux ligands protéiques, les fluctuations limites observées 
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pourraient servir à définir des seuils de rejet des candidats ligands. Quelques analyses de 

familles de complexes impliquant des sites de liaison similaires, chacun d�eux étant en 

interaction avec différents partenaires, ont été reportées (Keskin et Nussinov, 2007 ; Tyagi et 

al., 2009 ; Nobeli et al., 2009). Cependant, aucune de ces études n�a déterminé les valeurs des 

paramètres caractéristiques des interactions protéine-protéine décrites et leurs possibles 

fluctuations parmi une série de ligands protéiques interagissant à un même site de liaison. Une 

analyse détaillée de ces paramètres et des interactions intermoléculaires des interfaces de 

plusieurs complexes ayant une cible protéique commune avait donc été réalisée au sein de notre 

équipe (Magis et al., soumis). Cette étude a été menée sur 3 ensembles de complexes protéine-

protéine naturels correspondant à 9 complexes de trypsine bovine (groupe 1), 9 complexes de 

trypsine porcine (groupe 2) et 8 complexes de chymotrypsine bovine (groupe 3) (Figure II.8 ; 

Tableau II.1).  

 

Tableau II.1 : Complexes protéine-protéine impliquant une cible commune et une série de ligand protéiques 
interagissant au même site de liaison.  

 
Code PDB Nom du Ligand Resolution (Å) Nb AA Taille 

Ensemble 1: Trypsine Bovine  

1C9T Bdellastasin 3.30 53/59 
1D6R Bowman Birk Inhibitor 2.30 57/58 
1G9I Mung Bean Inhibitor 2.20 22/22 
1OX1 Synthetic Peptide Inhibitor 2.00 10/11 
1SFI Cyclic Peptide Inhibitor 1.65 14/14 

1TAW APPI 1.80 54/58 
1TGS PSTI 1.80 56/56 
2BTC CPTI-II 1.50 29/29 
2PTC BPTI 1.90 58/58 

Ensemble 2: Trypsine Porcine  
1AVX STI 1.90 172/177 
1EJA Bdellastasin 2.70 53/59 
1H9H EETI-II 1.50 30/36 
1LDT LDTI 1.90 46/46 
1MCT MCTI-A 1.60 28/28 
1TFX TFPI 2.60 58/58 
1TX6 BBI 2.20 121 
1UHB Autolysate peptide 2.15 9/9 
1YF4 Vasopressin 1.98 10/10 

Ensemble 3: Chymotrypsine 
1ACB Eglin C 2.00 63/70 
1CA0 APPI 2.10 54/54 
1CBW BPTI 2.60 58/58 
1CGI PSTI-3 2.30 56/56 
1CHO OMTKY-3 1.80 53/53 
1GL0 LCMI-I 3.00 33/35 
1GL1 LCMI-II 2.10 34/36 
1N8O Ecotin 2.00 138/142 
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Figure II.9 : Représentation des 3 ensembles de complexes protéine-protéine naturels analysés. Les protéines sont représentées 

en mode cartoon en rouge pour les 3 cibles protéiques et en vert pour les différents ligands de chaque cible. A : groupe de la 
trypsine bovine ; B : groupe de la trypsine porcine ; C : groupe de la chymotrypsine bovine. 

 

Ainsi, chacune des 3 cibles protéiques possède entre 8 et 9 ligands naturels différents du point 

de vue de leurs structures 3D et/ou de leurs séquences primaires en acides aminés. Les 

différents ligands d�un même ensemble interagissent tous au niveau du même site de la cible 

commune. Plusieurs paramètres caractérisant l�interface des complexes ont été déterminés : 

similarité de forme et similarité électrostatique entre les différents ligands d�un même 

ensemble, la complémentarité de charge entre le ligand et la cible, la densité de surface des 

liaisons hydrogène, les interactions de type ponts salins, cation-- et --- entre les ligands et leur 

cible.   

 

II.6.1 Comparaison des formes  

Une comparaison de la forme des différents ligands appartenant à chacun des 3 

ensembles a été réalisée en calculant un indice de similarité de forme de Hodgkin (SSI) pour 

chaque paire de ligands dans un même ensemble (Tableau II.2). Cet indice a permis de 

comparer la forme globale d�une protéine par rapport à une autre (SSI_all) ou de comparer ces 

deux protéines au niveau d�une région spécifique correspondant à la région de liaison avec la 

cible commune (SSI_part). Les résultats ont montré que les protéines ont des formes plus 

similaires au niveau de la région d�interaction avec la cible que pour ce qui concerne leur forme 

globale. Cependant, des différences de formes existent malgré tout au niveau de la région 
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d�interaction, mises en évidence par l�écart important existant entre les valeurs de SSI_part, en 

particulier au sein du 3ème groupe (SSI_part entre 0,68 et 0,93 pour le groupe trypsine bovine, 

entre 0,46 et 0,81 pour le groupe trypsine porcine et entre 0,32 et 0,79 pour le groupe 

chymotrypsine bovine).    

 

Tableau II.2 : Comparaison des formes et des potentiels électrostatiques des différents ligands protéiques au sein 
des trois familles de complexes protéine-protéine analysées. SSI : Indice de similarité de forme de Hodgkin; ESI : 
Indice de similarité des potentiels électrostatiques de Hodgkin. _all : pas de restriction spatiale lors de la 
comparaison ; _part : la comparaison est restreinte à la région d�interaction avec la cible. Seules les valeurs 
extrêmes sont reportées. 

 

 Ensemble 1 

Trypsine Bovine  

Ensemble 2 

Trypsine Porcine 

Ensemble 3 

Chymotrypsine 

                           Similarité de forme des ligands protéiques 

 SSI_all min /max +0.24 / +0.77 +0.14 / +0.71 +0.14 / +0.17 

SSI_part min /max +0.68 / +0.93 +0.46 / + 0.81 +0.32/+0.79 

                                 Similarité de forme des cibles protéiques 

SSI_all min /max +0.80 / +0.89 +0.79 / +0.86 + 0.75 / +0.83 

SSI_part min /max +0.85 / +0.96 +0.79 / +0.94 +0.73 / +0.90 

                                  Similarité électrostatique des ligands protéiques 

ESI_all min /max -0.14 / +0.89 -0.48 / +0.78 -0.80 / +0.78 

ESI_part min /max +0.10 / +0.95 -0.29 / +0.91 -0.18 / +0.89 

                                  Similarité électrostatique des cibles protéiques 

ESI_all min /max +0.87 / + 0.96 +0.76 / +0.92 +0.87 / +0.95 

ESI_part min /max +0.36 / +0.99 +0.51 / + 0.99 +0.84 / +0.99 

 

II.6.2 Comparaison des potentiels électrostatiques  

Les potentiels électrostatiques ont également été comparés entre les différents ligands 

d�un même ensemble (Tableau II.2). Le calcul du potentiel électrostatique a été réalisé à partir 

d�une grille 3D englobant la protéine entière grâce au logiciel APBS, en résolvant l�équation de 

Poisson-Boltzmann. L�examen graphique des potentiels électrostatiques de surface des 

différents ligands d�une même cible a montré que les potentiels étaient similaires au niveau de 
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la région impliquée dans l�interaction avec la cible, et différents sur le reste de la protéine. Une 

seule exception a été observée sur un des complexes appartenant au groupe 3, dans lequel le 

ligand a montré un potentiel électrostatique de surface de signe opposé au niveau de la région 

de liaison à la cible. La comparaison quantitative des potentiels électrostatiques d�une paire de 

protéines a été réalisée grâce au logiciel PIPSA en déterminant un indice de similarité 

électrostatique de Hodgkin (ESI) calculé sur l�ensemble des grilles 3D des deux protéines 

(ESI_all) ou sur une région bien définie de leur grille, correspondant à la région d�interaction 

avec leur cible commune (ESI_part). Dans tous les cas étudiés, la similarité électrostatique 

entre deux protéines est plus élevée au niveau de la région d�interaction avec la cible par 

rapport à la protéine totale. En effet, la moyenne des valeurs de ESI_all pour les 3 groupes est 

de 0,43 (groupe 1), 0,21 (groupe 2) et 0,11 (groupe 3) alors que la moyenne des valeurs de 

ESI_part est de 0,62, 0,42 et 0,37 pour les groupes 1, 2 et 3 respectivement. Cependant, l�écart 

entre la valeur minimale et la valeur maximale de ESI_part au sein de chaque groupe est 

important, et certaines valeurs sont négatives. En effet, l�indice ESI_part varie entre >0,10 et 

+0,95 dans le 1er groupe, entre -0,29 et +0,91 dans le 2ème groupe et entre -0,18 et +0,89 dans le 

3ème groupe. Ce résultat suggère que l�indice ESI_part peut être négatif même dans le cas de 

partenaires protéiques naturels interagissant au même site de liaison d�une protéine cible 

commune.    

 

II.6.3 Taille et composition des interfaces     

La taille totale de l�interface des complexes appartenant aux 3 groupes a été calculée : 

elle varie de 1265 à 1863 Å2 au sein du 1er groupe, de 1264 à 2400 Å2 au sein du 2ème groupe et 

de 1399 à 2257 Å2 au sein du 3ème groupe. La dispersion des différentes valeurs au sein de 

chaque groupe est donc élevée, avec en particulier un facteur proche de 2 entre la plus petite et 

la plus grande interface dans le 2ème groupe. Il en est de même concernant la taille des 

interfaces des ligands. Le nombre de résidus à l�interface du ligand est compris entre 10 et 19, 9 

et 30, 13 et 24 pour les groupes 1, 2 et 3 respectivement, avec en particulier un facteur 3,3 entre 

le nombre minimal et le nombre maximal de résidus présents à l�interface des ligands dans le 

2ème groupe. La composition chimique des interfaces a montré une grande variabilité entre les 

différents ligands d�une même cible. En effet, le pourcentage de résidus non polaires à 

l�interface du ligand est compris entre 29 et 62,5 pour les ligands du 1er groupe, entre 22,2 et 

64,5 pour ceux du 2ème groupe et entre 41,7 et 60 pour le 3ème groupe. Ces résultats démontrent 
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l�absence de conservation de la fraction non polaire au niveau de l�interface des ligands dans 

chacune de ces familles.  

 

II.6.4 Complémentarité de charge  

La charge totale déterminée au niveau de l�interface d�un ligand est considérée comme 

pouvant jouer un rôle important dans l�interaction avec la cible. Dans cette étude, la 

comparaison entre les différents ligands d�une même cible a permis de montrer que la charge 

totale au niveau de l�interface variait considérablement au sein d�un même groupe : elle varie 

de 0 à +5 dans le 1er groupe, de -1 à +4 dans le 2ème et de -2 à +4 dans le 3ème. Ce résultat 

suggère donc que l�interaction entre les différents ligands avec la cible commune ne se fait pas 

de la même manière, chaque complexe étant caractérisé par une charge totale de l�interface bien 

spécifique. De plus, la complémentarité de charge souvent évaluée dans la caractérisation des 

interfaces protéine-protéine ne semble pas déterminante dans l�association et l�activité du 

complexe. Par ailleurs, le nombre de groupements portant une charge nette (+1 ou -1) au niveau 

de l�interface est également très variable avec des valeurs allant de 1 à 6 pour le groupe 1, de 2 

à 9 pour le groupe 2 et de 1 à 6 pour le groupe 3. Ces groupements chargés ne participent pas 

tous à des interactions intermoléculaires de type ponts salins ou cation--. En effet, très peu de 

groupements chargés sont impliqués dans ces interactions dans les complexes du 1er groupe, 

avec 1 seul pont salin dans chacun des complexes et entre 0 à 2 interactions cation--, pour un 

nombre total de groupements chargés compris entre 1 et 6. De même, entre 1 et 3 ponts salins 

et entre 0 à 2 interactions cation-- ont été identifiés dans les interfaces des complexes du 2ème 

groupe alors que les ligands sont caractérisés par la présence à leur interface d�un nombre 

important de groupements chargés compris entre 2 et 9. Dans le groupe 3, 2 complexes ne 

possèdent ni pont salin ni interaction de type cation--, 3 complexes possèdent uniquement 1 

interaction cation-- tandis qu�un complexe possède 2 ponts salins et 3 interactions cation--.  

 

II.6.5 Liaisons hydrogène  

Une analyse des liaisons hydrogène a été réalisée au niveau des interfaces des 

complexes des 3 groupes. Dans les groupes 1 et 2, le nombre de liaisons hydrogène varie entre 

7 et 11, tandis qu�il varie entre 6 et 9 pour les complexes du groupe 3. La densité de liaisons 
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hydrogène (le nombre de HB/l�aire d�interface du ligand Å2) est comprise entre 8,0 et 12,6 10-3 

Å-2 pour les complexes du groupe 1, entre 7,7 et 11,1 10-3 Å-2 pour les complexes du groupe 2 

et entre 5,8 et 10,2 10-3 Å-2 pour les complexes du groupe 3. Ainsi, les interfaces des différents 

ligands d�une cible commune sont également caractérisées par une grande variabilité du point 

de vue de leur densité superficielle en liaisons hydrogène. L�analyse détaillée de l�identité des 

résidus de la cible protéique impliqués dans les interactions intermoléculaires a montré que 

certaines interactions sont systématiquement conservées dans les différents complexes d�un 

même groupe, et ce dans les 3 groupes étudiés. Cependant, au sein d�un même groupe, la 

majorité des liaisons hydrogène établies à l�interface de la cible impliquent des résidus 

différents d�un complexe à un autre.  

 

De la même manière que pour les groupements chargés qui sont présents à l�interface des 

ligands mais qui ne sont pas tous impliqués dans des interactions intermoléculaires, seule une 

faible proportion des donneurs et accepteurs de liaisons hydrogène présents à l�interface de la 

cible est impliquée dans des liaisons hydrogène. Ces donneurs et accepteurs de liaisons 

hydrogène présents à l�interface ont été définis comme étant les atomes montrant une variation 

de surface accessible lors de la liaison supérieure à 0,1 Å2. La proportion des donneurs et 

accepteurs de liaisons hydrogène présents à l�interface de la cible et impliqués dans des 

interactions intermoléculaires ou intramoléculaires est comprise entre 30 et 60% pour les 3 

groupes étudiés.                              

  

II.7 Conclusion  

Cette étude, bien que fondée sur un faible nombre de séries de complexes et des 

protéines cibles voisines, permet de tirer des enseignements utiles pour la conception de ligands 

protéiques artificiels. Cette étude permet également de définir, pour les paramètres 

caractéristiques des interactions protéine-protéine, des seuils en deçà desquels il n�est pas 

possible de rejeter les candidats ligands issus de la conception in silico. 

Les trois ensembles de complexes analysés fournissent des exemples de la disparité 

structurale des ligands protéiques naturels interagissant à un site de liaison unique. Cette 

disparité s�accompagne d�une similarité de forme au niveau de la région d�interaction avec la 

cible, malgré des structures 3D globales différentes. La similarité de forme entraine une bonne 

complémentarité des surfaces des différents ligands avec la cible commune au niveau du site de 
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liaison. Par ailleurs, cette étude montre que, au sein de chaque série, les interactions 

intermoléculaires observées au site de liaison de la cible se répartissent en deux groupes. Une 

partie d�entre elles est conservée pour les différents ligands tandis qu�une autre partie est 

spécifique de chaque ligand au sein de la série. On peut noter que le groupe des interactions 

conservées pourrait être en relation avec la notion de motif fonctionnel ou « hot spot ». Au 

total, ces observations illustrent, dans le cas de complexes protéine-protéine naturels la validité 

de l�hypothèse fondant la méthode de conception in silico utilisée au cours de ce travail : des 

structures 3D différentes peuvent conduire à la reproduction d�interactions similaires et 

conduire à des interactants protéiques ciblant une région donnée d�une cible protéique. La 

diversité des structures tridimensionnelles compatibles avec l�interaction de ligands protéiques 

à un site de liaison donné peut être réalisée grâce à une importante plasticité des interactions 

intermoléculaires productives conduisant au phénomène d�association. 

 

Concernant  les critères généraux caractérisant les interfaces protéine-protéine, nous 

avons également observé, dans ces trois séries, une variabilité importante entre les différents 

ligands de la cible commune. Cette variabilité concerne la charge nette et le nombre de 

groupements chargés présents à l�interface des différents ligands, suggérant que la 

complémentarité de charge entre les différents ligands et leur cible n�est pas une condition 

nécessaire pour l�association des deux partenaires. Au sein de chaque série, les potentiels 

électrostatiques des différents ligands dans la région d�interaction avec la cible possèdent une 

similitude traduite par les valeurs positives de l�indice ESI_part. Cependant, des fluctuations 

importantes et quelques exceptions à cette règle ont été notées concernant des paires de ligands 

caractérisées par des ESI_part < 0. Cette dernière observation est à mettre en relation avec des 

travaux précédents montrant que deux ligands d�une même cible peuvent posséder une 

complémentarité électrostatique (caractérisée par les indices de similarité de Hodgkin) avec 

leur cible commune sans pour autant avoir une similarité électrostatique entre eux (McCoy et 

al., 1997). Ainsi, dans un contexte de conception in silico de ligands protéiques d�une cible 

d�intérêt, les ligands caractérisés par une faible similarité électrostatique ne doivent pas être 

rejetés. Par ailleurs, l�analyse des interactions intermoléculaires au niveau des interfaces des 

complexes des 3 groupes a également mis en évidence des fluctuations du nombre de liaisons 

hydrogène, de ponts salins, d�interactions cation-- et --- au sein d�un même groupe. De plus, 

au sein d�un même groupe, chaque ligand est caractérisé par la présence de liaisons hydrogène 

spécifiques, établies par le biais de donneurs et d�accepteurs au niveau de l�interface de la cible, 
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différents d�un complexe à un autre. Cette constatation est à mettre en relation avec 

l�observation faite dans cette étude que seuls 30% des donneurs et accepteurs à l�interface de la 

cible sont impliqués dans des liaisons hydrogène, permettant ainsi une certaine adaptabilité de 

l�interface à des ligands protéiques différents.  
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CHAPITRE III : Conception de ligands protéiques in silico par transfert de 

sites actifs 

 

Un des défis importants dans la conception de ligands protéiques in silico concerne 

l�introduction de nouvelles fonctions et propriétés dans des plates-formes protéiques existantes. 

Les protéines réalisent leurs fonctions essentiellement par l�intermédiaire de sites actifs, tandis 

que le reste de la protéine sert d�architecture pour supporter ce site actif. Une des stratégies 

appliquées dans la conception de ligands protéiques fonctionnels est le transfert ou greffage de 

sites actifs sur une protéine hôte non homologue appelée plate-forme. Les sites actifs peuvent 

être des sites catalytiques dans des enzymes ou des sites de liaison dans des interactions 

protéine-protéine. Ces sites actifs sont généralement constitués d�un nombre restreint de résidus 

essentiels et indispensables dans la fonction assurée. Ainsi, dans la chymotrypsine, seuls 3 

résidus (Ser-His-Asp) sont essentiels dans la fonction de catalyse. Dans les interactions 

protéine-protéine, un faible nombre de résidus appelés « hot spots » jouent un rôle 

prépondérant dans l�énergétique de l�association. Tel est le cas pour l�érythropoïétine humaine 

(Epo) dans laquelle 3 résidus clé ont été identifiés comme étant responsables de la liaison avec 

le récepteur EpoR. Plusieurs exemples de travaux portant sur le transfert de résidus « hot 

spots » sur des plates-formes protéiques afin de concevoir de nouveaux ligands ont été décrits 

dans le Chapitre I de cette partie. Dans ce chapitre, nous allons décrire la méthode de 

conception in silico de ligands protéiques par transfert de motif fonctionnel, utilisée au cours de 

ce travail et qui a été développée au sein de notre laboratoire. Cette approche sera comparée 

aux autres méthodes décrites dans la littérature. 

 

III.1 Principe de la méthode de conception de ligand protéique  

 

L�approche de conception de ligands protéiques développée au sein de notre groupe et 

utilisée dans ce travail de recherche repose sur le transfert d�un motif fonctionnel, identifié sur 

un ligand de référence, sur une protéine hôte non homologue, et ce de manière indépendante de 

la structure secondaire.  
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III.1.1 Motif fonctionnel  

Le motif fonctionnel consiste en un ensemble restreint de résidus. Ces résidus peuvent 

être sélectionnés sur la base de données expérimentales de mutagénèse ou de substitution en 

alanine. Ces données permettent d�identifier des résidus énergétiquement prépondérants dans la 

liaison. Ainsi, ces résidus désignés par le terme « hot spots » par Clackson et Wells ont été 

définis dans plusieurs travaux comme étant ceux dont la mutation en résidus Ala (« alanine 

scanning ») entraine une variation de l�énergie libre de liaison supérieure à 2 kcal/mol 

(Clackson et Wells, 1995 ; Bogan et Thorn, 1998). Par ailleurs, les résidus « hot spots » ont 

tendance de façon générale à se regrouper au centre de l�interface protéine-protéine et sont 

entourés de résidus énergétiquement moins importants formant une barrière ou « O-ring » 

permettant d�isoler les « hot spots » du solvant  (Bogan et Thorn, 1998). Les interactions 

établies par ces résidus « hot spots » concernent des liaisons hydrogène, des interactions de 

type Van der Waals participant à la compacité de l�interface ainsi que des interactions 

électrostatiques. Les motifs fonctionnels sont parfois identifiés sur la seule base de données 

structurales mettant en évidence les interactions intermoléculaires à reproduire ou sur la base de 

données de simulation. Le motif peut être continu (les résidus se suivent dans la séquence 

primaire de la protéine) ou discontinu (les résidus sont éloignés les uns des autres dans la 

séquence primaire). 

 

III.1.2 Système de référence 

La conception de ligands protéiques in silico a pour objectif le développement de 

nouveaux ligands protéiques destinés à inhiber ou bloquer la fonction d�une cible d�intérêt pour 

des applications thérapeutiques, diagnostiques ou biotechnologiques. C�est une approche 

mimétique dont l�objectif est de reproduire des interactions identifiées par des techniques 

expérimentales ou dans certains cas par des méthodes de simulation. Toutefois, cette approche 

nécessite des données structurales caractérisant l�interaction du motif fonctionnel avec la cible 

protéique. Le point de départ de l�approche de transfert de motif de liaison est donc un 

complexe constitué de la cible d�intérêt en interaction avec son ligand protéique naturel, pour 

lequel la structure cristallographique a été décrite.  
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III.1.3 Protéine hôte 

L�étape suivante consiste à rechercher une protéine hôte appelée également plate-forme 

possédant des résidus capables de reproduire la topologie du motif de référence. Les plates-

formes sont identifiées grâce à une recherche systématique in silico à partir des structures 

contenues dans la banque de données de structures tridimensionnelles des protéines (PDB).  

La recherche étant basée uniquement sur la topologie du motif fonctionnel, elle s�effectue de 

manière indépendante de la structure secondaire des protéines hôtes et du ligand de référence. 

En effet, plusieurs exemples dans la littérature ont décrit l�existence de protéines naturelles ou 

la conception de plates-formes protéiques ayant des structures secondaires différentes mais 

réalisant la même fonction grâce à un même ensemble de résidus. Une étude réalisée par Hegyi 

et Gerstein sur la relation entre les structures et les fonctions des enzymes naturelles a montré 

que les fonctions glycosidases et carboxylyases étaient associées chacune à 7 structures ou 

repliements différents et que les hydrolases de monoester phosphorique et les hydrolases de 

monoester linéaires étaient associées chacune à 6 structures ou repliements différents (Hegyi et 

Gerstein, 1999). L�exemple le plus connu pour illustrer la diversité de structures pour la 

réalisation de la même fonction concerne les sérine protéases telles que la chymotrypsine de 

mammifères, la subtilisine bactérienne et la sérine protéase virale qui possèdent des structures 

secondaires totalement différentes alors qu�elles ont toutes une fonction de sérine protéase 

grâce à la même triade catalytique Ser-Asp-His (Figure III.1).    

 
 

 
 
Figure III.1 : Structures tridimensionnelles de trois sérine protéases ayant des structures secondaires différentes mais les mêmes 
résidus catalytiques. Les protéines sont représentées en cartoon avec des couleurs suivant la structure secondaire (feuillets ! en 

mauve et hélices " en cyan. La triade catalytique Ser-His-Asp est représentée en bâtons verts.  A : Subtilisine (Code PDB 
1SBT). B : Chymotrypsine (Code PDB 4CHA). C : Sérine protéase virale (Code PDB 1BEF). 
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III.2 Méthodes de sélection des protéines hôtes   

 

III.2.1 STAMPS 

STAMPS (Search for Three-dimensional Atomic Motif in Protein Structrure) est un programme 

développé au sein de notre laboratoire permettant de rechercher des motifs structuraux 

particuliers dans les protéines (Debret et al., 2009).  

   

III.2.1.1 Principe de la recherche de motif 

Chaque motif est représenté par une liste constituée exclusivement des atomes C" et C! de 

chaque résidu. Ces atomes C" et C! sont définis par leurs coordonnées cartésiennes.  

 

- Distances interatomiques 

STAMPS recherche dans la PDB des structures protéiques possédant des résidus adoptant la 

topologie du motif fonctionnel de référence. Pour ce faire, le programme calcule au préalable 

une matrice de distances d1, d2, d3 � entre les atomes C" et C! des résidus composant le 

motif de référence, par la suite le programme cherche parmi les structures 3D de protéines de la 

PDB tous les ensembles de résidus décrits par une matrice de distances correspondant à la 

matrice de référence. La sélection s�effectue en imposant une valeur seuil de variation entre les 

distances caractérisant chaque résidu du motif de référence et celles caractérisant chaque résidu 

du motif mime : *dmax.  
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Figure III.2 : Distances interatomiques entre les différents résidus du motif fonctionnel de référence (à gauche) et entre les 
différents résidus du motif mime (à droite). 

 
 
 

- RMSD entre les motifs 

Lorsque toutes les distances interatomiques sont satisfaites, les résidus du motif de référence 

sont superposés aux résidus du motif mime sélectionné et l�écart moyen (RMSD) sur la 

position des atomes entre le motif de référence et le motif mime est calculé. La plate-forme 

sélectionnée portant le motif mime est retenue si le RMSD calculé est inférieur à une valeur 

seuil RMSDmax.  

 

 
 

Figure III.3 : Superposition des résidus Y307T309H310Y311(bâtons verts) d�un motif mime avec les résidus 
W198S200H201F202(bâtons roses) d�un motif de référence donnant une valeur de RMSD entre les deux motifs.  
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- Angles entre les vecteurs C" et C! 

Le programme compare, après superposition, les angles ? entre le vecteur C" et C! d�un résidu 

du motif de référence et le vecteur C" et C! d�un résidu du motif mime, en imposant une valeur 

seuil ?max pour ce critère. Par ailleurs, l�écart maximal toléré sur la moyenne des angles ? 

entre le motif de référence et le motif mime est fixé à une valeur *?max au-delà de laquelle le 

motif mime est rejeté.   

 

 
 

Figure III.4 : Angle ? entre le vecteur C" et C! d�un résidu du motif de référence et celui du motif mime.  

  
 

III.2.1.2 Filtre stérique  

Les plates-formes sélectionnées selon les critères topologiques relatifs au motif 

fonctionnel peuvent posséder des éléments structuraux qui entrainent un encombrement 

stérique entre la plate-forme mime et la protéine cible. Cette gêne stérique empêcherait le 

positionnement correcte du motif fonctionnel de la plate-forme par rapport à la protéine cible et 

par conséquent la liaison des deux partenaires. Afin d�éviter ces problèmes d�encombrement 

stérique, un filtre stérique a été implémenté dans le programme STAMPS. A partir de la 

structure 3D du complexe entre le ligand de référence et la protéine cible, le motif mime porté 

par la plate-forme sélectionnée est superposé au motif de référence porté par le ligand de 

référence dans sa conformation liée avec la protéine cible. Par la suite, les distances 

interatomiques entre tous les atomes de la plate-forme et tous les atomes de la cible sont 

calculées. Deux atomes se trouvent dans une situation de recouvrement ou interpénétration 

lorsque la distance qui les sépare est inférieure à la somme de leurs rayons de Van der Waals 

(Figure III.5).  
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Figure III.5 : Modèle moléculaire d�un complexe protéique illustrant une gêne stérique entre deux résidus. Les sphères de Van 
der Waals sont représentées en pointillés de couleurs différentes selon le type d�atomes et les résidus sont représentés en bâtons. 

A : Recouvrement des sphères de VDW de l�azote (bleu) et de l�oxygène (rouge) entrainant un encombrement stérique. B : 
Léger déplacement du résidu Gly (vert) permettant d�éviter la gêne stérique.        

 
 

Un score stérique est alors calculé correspondant au rapport entre les atomes de la cible 

dans une situation de recouvrement stérique et le nombre d�atomes de la cible présents à 

l�interface. Une plate-forme possédant un score supérieur à une valeur seuil est rejetée.  La 

dernière version de STAMPS possède un mode de recherche dit « flexible » où, à partir des 

coordonnées du motif en entrée, le programme génère toutes les positions des atomes Ca, Cb 

permettant de reproduire la position d�atomes particuliers présent sur la chaîne latérale d�un ou 

plusieurs acides aminés du motif fonctionnel. Cette fonctionnalité peut entrainer une explosion 

combinatoire du nombre de motif à rechercher. Ceci a conduit l�équipe à développer un 

algorithme mixte : une méthode de recherche en profondeur de l�arbre des solutions très 

efficace pour les motifs comportant un nombre faible de résidus et un algorithme de recherche 

de clique plus efficace que la première méthode pour les motifs de taille supérieure. Par 

ailleurs, une version parallèle du code STAMPS a été développée. 

 

 III.2.1.3 Autres critères  

La recherche d�un motif peut être restreinte à des résidus identiques à ceux du motif de 

référence, ou à des résidus de propriétés physiques similaires. Les plates-formes examinées 

peuvent être limitées à des protéines ayant une taille définie par l�utilisateur. Des critères de 

sélection ou d�exclusion issus de l�analyse des mots clés des fichiers PDB sont possibles. 
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III.2.2 Comparaison avec les autres méthodes décrites dans la littérature  

Plusieurs programmes basés sur la recherche de motifs 3D dans les structures protéiques 

sont décrits dans la littérature.  

Dès 1994, Artymiuk et al. ont décrit un programme appelé ASSAM (Amino acid pattern Search 

for Substructures and Motifs) qui permet de cribler la PDB à la recherche de motifs constitués 

par les chaines latérales des résidus (Artymiuk et al., 1994 ; Nadzirin et al., 2012). Chaque 

résidu est représenté par deux pseudo-atomes dont les positions sont définies sur la chaine 

latérale. Ainsi, la recherche se fait par superposition des chaines latérales des résidus du motif, 

indépendamment de la position de la chaine principale des résidus. Le motif est constitué de 2 à 

12 résidus. Cependant cette méthode utilise une représentation des résidus utilisant deux 

pseudo-atomes dont la définition est spécifique de chaque type d�acide aminé. Ceci rend donc 

la recherche de plate-forme dépendante du type d�acide aminé. Cette approche est parfaitement 

adaptée à l�identification de motifs fonctionnels identiques à celui recherché, mais elle n�est pas 

adaptée à l�ingénierie car le principe de cette recherche pourrait introduire un biais important.  

 

Le programme SPASM (Spatial Arrangements of Side-chains and Main-chain) présente 

des similitudes avec ASSAM. SPASM a été développé pour rechercher, dans la base de 

données de protéines, une plate-forme possédant un motif dont l�arrangement spatial est 

identique à un motif spécifié par l�utilisateur (Kleywegt, 1999). Cependant, comme c�est le cas 

pour ASSAM, SPASM permet de rechercher des résidus de nature identique ou similaire à ceux 

contenus dans le motif de référence. Le programme STAMPS a été développé dans notre 

laboratoire dans la perspective spécifique de l�ingénierie moléculaire. La nature du résidu dans 

un motif mime peut être différente de celle du résidu correspondant dans le motif de référence. 

En effet, la recherche dans STAMPS est basée sur des résidus représentés par les atomes Ca et 

Cb alors que celle réalisée dans SPASM est basée sur les résidus représentés par les atomes Ca 

et un pseudo-atome CG localisé au centre de gravité des atomes de la chaine latérale du résidu. 

Ainsi, ce pseudo-atome est caractéristique de la chaine latérale et dépend donc de la nature du 

résidu. Cette représentation crée un biais important dans la recherche en vue d�une substitution 

de l�acide aminé naturellement présent sur la plate-forme par le résidu correspondant dans le 

motif fonctionnel. Il faut noter cependant que STAMPS, comme SPASM, peut permettre de 

chercher des motifs de structures secondaires (chaine principale) via la seule prise en compte 

des atomes Ca uniquement. Par ailleurs, SPASM effectue des recherches à partir de bases de 
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données restreintes, ce qui n�est pas le cas de STAMPS qui peut parcourir l�intégralité de la 

PDB.     

 

D�autres programmes ont été développés dans la perspective de l�ingénierie en greffant 

des motifs fonctionnels sur une plate-forme protéique hôte. DEZYMER (Hellinga et Richards, 

1991), GRAFTER (Hearst et Cohen, 1994), FITSITE (Hornischer et Blocker, 1996), le 

programme développé par Liang et al. (Liang et al., 2000) et ScaffoldSelection (Malisi et al., 

2009) présentent des similarités entre eux. Ils permettent de greffer des motifs discontinus. La 

recherche est fondée sur la géométrie des atomes Ca ou Ca et Cb des résidus du motif 

fonctionnel. Dans certains cas (DEZYMER, ScaffoldSelection), toutes les combinaisons de Ca, 

Cb qui permettent de reproduire les positions des atomes des groupes fonctionnels présents sur 

les résidus du motif à greffer sont représentées grâce à des bibliothèques de rotamères. Il est à 

noter que la dernière version du programme STAMPS (3.1.3) inclut une fonction similaire. Les 

plates-formes identifiées sont ensuite évaluées en termes de géométrie globale, orientation de la 

chaine latérale, conflits stériques (et accessibilité pour certaines applications, GRAFTER), ou 

en termes de complémentarité géométrique du modèle de complexe plateforme-protéine cible 

(programme développé par Liang et al.). Le programme développé par le groupe de Luhua Lai 

(Liang et al., 2000) est celui dont le principe présente le plus de similitudes avec le programme 

STAMPS. Les différences résident dans l�ajout d�une étape de mutation des résidus avoisinant 

le motif transféré sur les plates-formes identifiées afin d�optimiser la complémentarité 

géométrique.  

 

Récemment, Zhang et Lai ont développé le programme AutoMatch (Zhang et Lai, 

2012). Contrairement aux approches utilisées dans les programmes cités précédemment 

(GRAFTER, FITSITE, le programme développé par Liang et al. et ScaffoldSelection), 

AutoMatch prend explicitement en compte la possibilité de l�existence de faibles différences de 

conformations au niveau de la chaine principale entre le motif de référence et la plate-forme. 

Ceci est réalisé grâce à la génération de bibliothèques de conformations de sites actifs. Les jeux 

de coordonnées des atomes Ca, Cb des différents conformères ainsi obtenus sont utilisés pour 

la recherche de protéines plates-formes. Le problème combinatoire complexe dû aux 

bibliothèques de conformations des résidus du site actif est traité par des étapes de réductions 

des ensembles. Pour cette raison, le nombre de résidus du site actif est compris entre 3 et 5 au 
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maximum. L�examen géométrique est réalisé en comparant la géométrie du site actif de 

référence avec le site actif identifié et en incluant un filtre stérique grâce à un score de collision 

géométrique. Finalement, les solutions sont évaluées par le calcul de l�énergie de liaison en 

utilisant un potentiel empirique.  

       

RosettaMatch est un programme développé par le groupe de Baker D. (Zanghellini et 

al., 2006), utilisé pour la conception d�enzymes artificielles grâce à un protocole similaire à 

ceux utilisés dans d�autres méthodes précédemment décrites dans la littérature telles que 

ORBIT (Dahiyat et Mayo, 1997), DEZYMER (Hellinga et Richards, 1991) et plus récemment 

OptGraft (Fazelinia et al., 2009) et ScaffoldSelection (Malisi et al., 2009). Le protocole se 

déroule en 3 étapes : la détermination de paramètres géométriques d�un site actif permettant de 

décrire les positions spatiales des résidus de ce site par rapport à l�état de transition, la 

recherche dans une plate-forme protéique de positions où ce site actif peut être placé, et la 

mutation des résidus entourant ce site actif potentiel afin de stabiliser l�état de transition. De 

manière similaire à AutoMatch, les différentes conformations des sites actifs sont d�abord 

générées puis des positions compatibles avec la reproduction de ces géométries sont 

recherchées dans une plate-forme protéique. Au cours de cette étape, RosettaMatch emploie des 

algorithmes de hachage géométrique pour la recherche de l�emplacement optimal du site 

catalytique. Par la suite, le substrat (ou un modèle du substrat à l�état de transition) est 

positionné dans le site actif identifié. Les résultats sont évalués par des méthodes basées sur le 

calcul de l�énergie de liaison entre la plate-forme et l�état de transition et sur l�ajustement 

géométrique des résidus catalytiques dans le site actif. 

 

III.3 Conclusion  

L�approche de conception in silico de ligands protéiques utilisée dans le cadre de ce 

travail repose sur le programme STAMPS développé au sein de notre laboratoire. Cette 

approche permet le greffage d�un motif fonctionnel d�un ligand naturel de référence, pouvant 

être continu ou discontinu et constitué des résidus jouant un rôle important dans le phénomène 

d�association entre les partenaires protéiques. L�objectif de ce greffage sur des plates-formes 

protéiques, généralement de taille plus petite que celle du ligand naturel, est de reproduire la 

topologie fonctionnelle de ce motif afin de d�établir un jeu d�interactions intermoléculaires 

particulier. La Figure III.6 résume les différentes étapes de cette approche de conception de 
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ligands protéiques artificiels.   

 

 
 

Figure III.6 : Schéma représentant les différentes étapes de conception in silico de ligands protéiques destinés à inhiber une 
cible d�intérêt, ainsi que les différents programmes utilisés. 

 

 

La recherche des plates-formes hôtes est réalisée sur la totalité des structures contenues 

dans la PDB (plus de 80000 en 2012), augmentant ainsi la probabilité de trouver des plates-

formes adéquates. L�étape de criblage de la PDB réalisée par le programme STAMPS et basée 

sur les paramètres topologiques du motif fonctionnel à transférer prend également en 

considération la complémentarité géométrique entre la cible et les plates-formes identifiées par 

l�application d�un filtre stérique. Les potentiels électrostatiques des plates-formes identifiées à 

l�issue de cette première phase sont comparés à celui du ligand protéique naturel de référence. 

Des modèles moléculaires des plates-formes retenues à l�issue de ces étapes, en interaction 

avec la cible considérée, sont réalisés. La sélection de ces plates-formes inclut la détermination 

dans les modèles moléculaires obtenus, d�une série de paramètres caractéristiques des 

interactions protéine-protéine et la vérification de la conformité de ces valeurs à celles 

reportées dans des études de complexes protéine-protéine naturels. Les plates-formes 
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satisfaisant ces critères sont alors évaluées expérimentalement pour leur capacité à lier la cible 

d�intérêt au site de liaison visé.  
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CHAPITRE IV : Application : Ciblage du domaine catalytique des MMPs 

 

Les métalloprotéases matricielles (MMPs) constituent une famille de protéases à zinc 

dont 23 membres sont connus chez l�homme à ce jour. Elles sont collectivement capables de 

dégrader différents composants protéiques de la matrice extracellulaire (ECM). Ces MMPs ont 

été reconnues depuis des décennies comme cibles thérapeutiques et diagnostiques 

prometteuses, et ce sur la base de leur implication dans différentes pathologies humaines. 

L'implication spécifique des MMPs dans les processus pathologiques, et en particulier dans le 

processus oncogène, a alimenté les efforts fournis depuis une 20aine d'années afin de développer 

et évaluer des inhibiteurs de MMPs comme potentiels agents thérapeutiques. Cependant, 

amener un inhibiteur de MMP au stade d'acceptation clinique reste encore un défi. Les 

inhibiteurs de MMPs naturels et synthétiques à large spectre ayant été développés ont conduit à 

des résultats décevants dans la plupart des essais cliniques. A ce jour, le seul inhibiteur de MMP 

approuvé par la FDA est le Periostat, un dérivé de tétracycline possédant une forte activité anti-

collagénases et indiqué seulement pour le traitement de la parodontite (Peterson, 2004). 

L�échec de ces inhibiteurs à large spectre des MMPs a mis en évidence la nécessité de 

développer des inhibiteurs sélectifs permettant de discriminer les différents membres de la 

famille. Il existe seulement deux inhibiteurs sélectifs ciblant la MMP-12 et la MMP-13, et 

ayant des applications importantes, respectivement dans l�athérosclérose (Devel et al., 2006) et 

l�ostéoarthrite (Engel et al., 2005).  

Pour continuer à développer et à évaluer la méthode de conception de ligands protéiques 

artificiels par greffage de motifs fonctionnels, nous avons choisi de cibler le site catalytique des 

MMPs. L�objectif de ce travail est donc la conception d�une série de nouveaux ligands 

protéiques capables d�interagir avec les membres de la famille des MMPs. Cette étude 

permettra d�estimer le taux de succès de cette approche et devrait fournir une série de 

molécules de première génération qui pourront être ultérieurement optimisées en vue d�obtenir 

des molécules plus affines et plus sélectives.   
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IV.1 Aspects structuraux des MMPs 

 

IV.1.1 Organisation des différents domaines des MMPs 

L�organisation des MMPs est résumée sur la figure IV.1. Toutes les MMPs possèdent un 

domaine minimal commun contenant :  

 

a) Le peptide signal : une séquence signal N-terminale constituée d'une vingtaine de 

résidus, généralement hydrophobes, permettant de diriger le polypeptide synthétisé vers les 

voies de sécrétion.  

 

b) Le pro-peptide : un domaine codant pour un pro-peptide composé d'environ 80 résidus 

contenant le motif strictement conservé PRCGXPD avec le résidu cystéine qui coordonne 

le zinc catalytique afin de maintenir l'enzyme à l'état inactif ; l'activation de la MMP 

implique le clivage du pro-peptide qui entraine la dissociation de l'interaction zinc/cystéine 

et le positionnement d'une molécule d'eau comme 4ème ligand du zinc. 

 

c) Le domaine catalytique : ce domaine est composé de 180 résidus environ et est 

caractérisé par la présence d'une séquence consensus conservée HEXGHXXGXXH 

contenant trois résidus histidines chélatant le zinc du site actif de l'enzyme. Outre l�atome 

de zinc catalytique, le domaine catalytique contient un autre atome de zinc dit structural et 

de un à trois atomes de calcium. Les deux gélatinases (MMP-2 et -9) contiennent dans leurs 

domaines catalytiques trois motifs répétitifs structurellement proches des domaines de 

fibronectine de type II, constitués de 175 résidus, et qui interviennent dans l'interaction de 

ces enzymes avec leur substrat la gélatine (Brinckerhoff et Matrisian, 2002). 

 

d) Le domaine hémopexine : les MMPs ayant uniquement le domaine minimal sont les 

matrilysines (MMP-7 et -26). Les structures les plus communes pour les MMPs sécrétées 

ont en plus un domaine hémopexine constitué de 210 résidus et connecté au domaine 

catalytique par une région charnière flexible. Ce domaine est nécessaire aux collagénases 

pour la dégradation de la triple hélice de collagène interstitiel (Bode, 1995). De plus, ce 

domaine apparaît essentiel dans l�activation de la proMMP-2 par la MMP-14 à la surface de 
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la cellule (Brinckerhoff et Matrisian, 2002; Visse et Nagase, 2003). A la place du domaine 

hémopexine, la MMP-23 possède un domaine riche en cystéines et prolines ainsi qu'un 

domaine similaire à celui du récepteur à l'interleukin-1. 

Quatre MT-MMPs (MT1-, MT2-, MT3-, et MT5-MMP) ont un domaine transmembranaire 

de 24 résidus suivi d'une queue cytoplasmique C-terminale de 20 résidus alors que les 

MT4- et MT6-MMP possèdent un groupement glycosylphosphatidylinositol permettant 

l�ancrage membranaire de l�enzyme à la surface de la cellule (Brinckerhoff et Matrisian, 

2002). 

 
 

 
 

Figure IV.1 : Organisation des domaines des différentes MMPs. Les principaux domaines incluent le peptide signal (SP), le 
pro-domaine (Pro), le domaine catalytique, le domaine charnière (HG), le domaine hémopexine, et dans certains cas un 

domaine transmembranaire (TM) et une queue cytoplasmique (C) ou un domaine d�ancrage glycosylphosphatidylinositol 
(GPI). Un site de clivage à la furine (Fu) et un motif vitronectine (Vn) entre le pro-domaine et le domaine catalytique sont 

présents dans certaines MMPs. Dans les gélatinases, des répétitions de fibronectine de type II (FN) sont également présentes. 
Un domaine riche en cystéines (CA) et un domaine semblable à l�immunoglobuline (Ig) sont présents dans la MMP-23. 

 
 

IV.1.2 Structure tridimensionnelle du domaine catalytique des MMPs  

La structure tridimensionnelle de la proMMP-2 résolue en 1999 par le groupe de K. 

Tryggvason (Morgunova et al., 1999) illustre l�organisation de cette famille de protéines en 

plusieurs domaines, chacun présentant une structure propre (Figure IV.2). 
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Figure  IV.2 : Structure cristallographique de la forme entière de la pro-MMP-2 humaine (code PDB 1CK7) montrant à 

l�extrémité N-terminale le pro-peptide (rose), le domaine catalytique (cyan), le domaine fibronectine (vert) spécifique aux 
MMP-2 et -9, et le domaine hémopexine (jaune) à l�extrémité C-terminale ; l�atome de zinc catalytique est signalé par une 

sphère (orange) au sein du domaine catalytique (Morgunova et al., 1999). 

 
 

A ce jour, les structures du domaine catalytique des MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -10, -11, -

12, -13, -14 et -16 ont été résolues et déposées dans la PDB. Les domaines catalytiques des 

différentes MMPs possèdent une forte homologie structurale. En effet, la superposition des 

chaines principales des domaines catalytiques des différentes MMPs donne un RMSD de 0,7 à 

0,8 Å, illustrant la topologie très conservée des sites actifs de ces enzymes. Les domaines 

catalytiques sont caractérisés par la présence d�un sillon qui s�étend de manière horizontale à la 

surface de la protéine et qui sépare le sous-domaine inférieur de petite taille du sous-domaine 

supérieur de taille plus large (Figure IV.3). Ce sillon contient le site actif des MMPs et accueille 

les différents substrats et inhibiteurs de ceux-ci. Le site actif est organisé en plusieurs sous-sites 

(S3, S2, S1, S1�, S2�, S3�) dont le sous-site S1� correspondant à une cavité hydrophobe et 

profonde et contrôlant la spécificité des substrats et inhibiteurs vis-à-vis des MMPs (Figure 

IV.4).  
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Figure IV.3 : Structure 3D du domaine catalytique de la MMP-1 (Code PDB 1SU3), représentée en mode cartoon, avec les 
différents éléments structuraux (feuillets ! sI à sV, hélices " hA à hC et boucles en gris), les résidus les plus importants pour la 
fonction représentés en bâtons (les 3 His et le Glu en jaune) et pour la structure (Segment P238-S239-Y240 en vert et R214 en 

mauve) ainsi que les ions Zn2+ (orange) et Ca2+ (bleu) représentés par des sphères.     

 
 

 
 

Figure IV.4 : Structure cristallographique du domaine catalytique de la MMP-9 en complexe avec un inhibiteur phosphinique 
(code PDB 2OVZ) montrant le sous-site S1�. La MMP-9 est représentée en mode surface de couleur cyan (à gauche) et 

l�inhibiteur phosphinique est représenté en mode bâtons de couleur jaune (à droite) ; les atomes de Zn sont représentés en 
sphères de couleur orange.    

 
 

Le sous-domaine supérieur du domaine catalytique est constitué de 5 feuillets ! (sI à 

sV), 2 hélices " (hA et hB) et 3 boucles en surface (boucle S, boucle sV-hB et boucle de 

spécificité). L�hélice hB située au niveau du site actif contient deux histidines (His218 et 

His222) du motif de chélation du zinc catalytique, ainsi que le Glu219 participant à la réaction 

d�hydrolyse des substrats par les MMPs (nomenclature correspondant à la MMP-1). La 3ème 
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histidine (His228) liant le Zinc se trouve à la sortie de cette hélice hB. Ces 3 histidines sont 

strictement conservées à ces positions précises dans toutes les MMPs. En position 236, une Met 

strictement conservée, caractéristique de la famille des metzincines, forme une structure locale 

appelée « Met-turn » servant de base afin de supporter la structure autour du zinc catalytique 

(Bode et al., 1993).     

Le sous-domaine inférieur est constitué de l�hélice " hC et de la boucle de spécificité, 

également appelée boucle S1�. Cette boucle de spécificité délimite la partie inférieure du sous-

site S1� et le segment Pro238-Ser239-Tyr240 (cette dernière étant strictement conservée dans 

toutes les MMPs) tapisse la surface extérieure de l�entrée de ce sous-site.  

 

Selon les MMPs, de légères différences existent dans la composition des résidus constitutifs du 

site actif, notamment au niveau du sous-site S1�. En particulier, le résidu en position 214 dans la 

MMP-1 joue un rôle critique dans la taille de la cavité S1� qui varie en fonction des MMPs. La 

MMP-1 est caractérisée par une cavité fermée et peu profonde comparée aux autres MMPs 

(Figure IV.5), du fait de la présence d�un résidu Arg en position 214 au niveau de l�hélice hB 

qui se projette dans la cavité S1� en direction du zinc catalytique et qui ferme la cavité. Dans 

une position équivalente, la MMP-7 possède un résidu Tyr qui a également pour conséquence la 

fermeture de la cavité. Dans la MT3-MMP (MMP-16), cette cavité est limitée par la présence 

de la chaine latérale du résidu Met271 au niveau de la boucle de spécificité, qui pointe vers la 

poche et en réduit la profondeur ; ce résidu étant lui-même bloqué par les résidus Ile263 et 

Gln269. En revanche, le même résidu Met à cette même position (Met264) dans la MT1-MMP 

(MMP-14) pointe vers l�extérieur de la cavité donnant lieu à une cavité très profonde et ouverte 

par le bas (Lang et al., 2004).    
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Figure IV.5 : Comparaison entre les cavités S1� des différentes MMPs. Les MMPs sont représentées en mode « mesh » de 

couleur gris, les cavités sont délimitées par un contour rouge et le zinc catalytique est représenté en mode sphère de couleur 
noire. De gauche à droite et de haut en bas : MMP-1 (code PDB 1HFC), MMP-7 (1MMP), MMP-8 (1JAN), MMP-13 (2E2D), 

MMP-3 (1HFS) et MMP-14 (1BQQ).    

 

Outre les différences qui existent au niveau de la géométrie de la cavité S1� en fonction des 

MMPs, des différences existent également au niveau de la boucle de spécificité S1�. En effet, 

les séquences et les tailles de cette boucle sont variables selon les MMPs. Les positions de 241 

à 248 et la position 250 (numérotation correspondant à la MMP-3) ont une composition très 

différente et la taille pour cette région non conservée varie entre 7 et 10 résidus (Figure IV.6). 

Par ailleurs, la boucle de spécificité présente également une très grande flexibilité en solution 

(Figure IV.7). Ces différences en termes de taille, de séquence mais aussi de mobilité de cette 

boucle contribuent à la spécificité des différentes MMPs pour leurs substrats et leurs 

inhibiteurs. 
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Figure IV.6 : Alignement de séquences correspondant aux pro-domaines et domaines catalytiques des MMP. La numérotation 
correspond à la pré-proMMP-1. Les différents éléments structuraux sont indiqués en dessous des séquences : les hélices H1 à 

H3 correspondent au pro-domaine, les feuillets sI à sV et les hélices hA à hC correspondent au domaine catalytique. Les résidus 
strictement conservés sont indiqués par un fond bleu et les sites hautement conservés par un fond rouge. Z1 et Z2 indiquent les 
sites de liaison au zinc catalytique et structural respectivement, C1, C2 et C3 se rapportent aux sites de liaison des ions calcium. 

Le Glu catalytique est indiqué par un triangle. (Maskos, 2005)        
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Figure IV.7 : Structures tridimensionnelles du sous-site S1� du domaine catalytique des MMPs. A gauche : Structure 
3D de la MMP-1 représentée en mode surface (gris) montrant la cavité S1� fermée par Arg214 (rose) et la paroi extérieure de la 

cavité formée par le segment PSY (vert). A droite : Superposition des structures 3D des domaines catalytiques de plusieurs 
MMPs montrant la grande variabilité de la boucle S1�. 

 
 

IV.2 Les MMPs : des cibles thérapeutiques potentielles  

 

IV.2.1 Rôles physiologiques  

La plupart des MMPs sont exprimées sous forme de pro-formes inactives (zymogènes) 

qui doivent être activées pour assurer leurs fonctions physiologiques. Cette activation, 

impliquant le clivage du pro-peptide, peut se faire soit dans le milieu extracellulaire, soit à la 

surface des cellules, ou encore dans la cellule au niveau des voies de sécrétion des protéines. 

Plusieurs protéases, comme la plasmine et les MMPs elles-mêmes, sont capables d�éliminer le 

pro-peptide et d�activer les MMPs, conduisant à des formes actives de ces enzymes.    

 

Malgré une certaine spécificité des substrats, les spectres protéolytiques des différentes MMPs 

sont assez larges et se recouvrent, ce qui permet la dégradation de l�ensemble des composants 

de la matrice extracellulaire. Les MMPs sont donc considérées comme des acteurs majeurs du 

remodelage tissulaire (Brinckerhoff et Matrisian, 2002 ; Mott et Werb, 2004). Une 

surexpression de ces enzymes est observée lors de la croissance embryogénique et de la 

morphogenèse des tissus, évènements fondamentaux qui requièrent la disruption des barrières 
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de la matrice extracellulaire pour permettre la migration cellulaire et le remodelage du 

microenvironnement de la matrice. La plupart des gènes de MMP sont aussi surexprimés dans 

plusieurs processus de la reproduction, tels que le cycle menstruel, l�ovulation et la résorption 

de l�utérus après l�accouchement. Au stade adulte, il n�existe pas d�expression constitutive des 

MMPs, sauf au sein de tissus en renouvellement cellulaire permanent (gencive, intestin) ou lors 

de processus de cicatrisation des blessures. 

 

IV.2.2 Implication des MMPs à différents stades d�un processus pathologique 

Si les MMPs ne sont pas exprimées dans la plupart des tissus sains, elles sont en 

revanche surexprimées lors de différents processus pathologiques, comme le cancer (Egeblad et 

Werb, 2002 ; Folgueras et al., 2004), la sclérose en plaques (Rosenberg, 2005), l�athérosclérose 

(Dollery et Libby, 2006) et l�arthrose (Burrage et al., 2006). 

 

Des études récentes ont montré que le rôle des MMPs n�est pas limité à celui qui découle de 

leur activité de dégradation directe des composants de la matrice extracellulaire (Egeblad et 

Werb, 2002). Ainsi, les contributions des MMPs dans les différentes étapes de la progression 

tumorale sont nombreuses. Certaines MMPs sont impliquées dans la perte d�adhérence 

cellulaire durant les premiers stades du développement d�une tumeur carcinomateuse. D�autres 

MMPs, intervenant dans l�étape d�invasion locale, ont une activité protéolytique dirigée contre 

les protéines de la membrane basale et contre le collagène interstitiel présent dans le tissu 

conjonctif qui encercle les cancers invasifs. Les MMPs interviennent également dans la 

prolifération des cellules tumorales (la troisième étape de la progression tumorale) faisant 

intervenir les facteurs de croissance (cytokines). Finalement lors de l�angiogenèse (quatrième 

étape de la progression tumorale), les MMPs peuvent avoir un effet stimulateur ou répresseur.  

 

IV.2.3 Rôle ambivalent des MMPs 

Les MMPs ne sont pas toutes des cibles thérapeutiques. En effet, l�identité et la 

contribution exacte des MMPs impliquées dans différents processus pathologiques ne sont pas 

clairement identifiées, et les effets positifs ou négatifs qu�exercent les MMPs peuvent varier en 

fonction de différents types et différents stades de pathologies.  
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Ainsi, à travers des études de transcriptomique et d�invalidation de gènes, seulement trois 

MMPs (MMP-1, MMP-2 et MMP-7) ont été validées comme cibles thérapeutiques potentielles 

(Overall et Kleifeld, 2006). À l�inverse, d�autres MMPs sont aujourd�hui considérées comme 

des « anti-cibles » de part leur implication dans des mécanismes de défense de l�hôte. Les 

expériences menées par le groupe de Overall et Kleifeld ont conduit à la validation des MMP-3, 

MMP-8 et MMP-9 comme anti-cibles du fait de leurs effets anti-tumorigéniques (Overall et 

Kleifeld, 2006). De plus, Witty et al. ont également démontré que la progression tumorale dans 

divers modèles animaux était inversement corrélée avec le niveau d�expression des MMP-3 et 

MMP-8 (Witty et al., 1995). Ces résultats paraissent paradoxaux en vue des effets pro-

tumorigéniques non ambigus des MMP-3 et MMP-8 (Egeblad et Werb, 2002 ; Fingleton, 

2003). Au vu de ces rôles ambivalents, ces MMPs ont été classées comme anti-cibles car 

l�inhibition ou l�inactivation thérapeutique de ces MMPs anti-tumorigéniques peuvent être 

préjudiciables et même dangereuses pour l�hôte. 

La classification des MMPs comme cibles ou anti-cibles thérapeutiques peut devenir encore 

plus compliquée car une même MMP peut avoir des rôles opposés à différents stades de la 

progression tumorale. Par exemple, une étude sur un modèle de souris transgénique de 

carcinome épidermoïde invasif suggère que la MMP-9 stimule la prolifération durant les stades 

précoces du cancer mais qu�elle limite la progression à des stades plus avancés (Coussens et al., 

2000). Une autre étude a montré que la MMP-11 a un rôle stimulateur dans les tumeurs 

primaires puis agit comme répresseur au cours des invasions distales (Andarawewa et al., 

2003).   

Par ailleurs, les différentes contributions d�une même MMP peuvent être opposées en fonction 

du type de pathologie considérée. En effet, une étude réalisée chez des patients atteints de 

cancer colorectal a démontré que le gène de la MMP-12 joue un rôle important dans 

l�inhibition de la progression tumorale et que la surexpression de la MMP-12 est étroitement 

corrélée à un meilleur pronostic (Yang et al., 2001). En revanche, dans un autre type de 

pathologie tel que l�athérosclérose, la MMP-12 est impliquée dans la rupture de la plaque 

d�athérome pouvant conduire à un infarctus du myocarde. Il a été démontré que la 

surexpression de la MMP-12 active conduit à une inflammation et à la réduction du collagène 

dans les plaques d�athérome chez les lapins atteints d�hypercholestérolémie (Liang et al., 

2006). D�autres expériences réalisées sur des souris KO (Knock-Out) ont montré que la 

délétion de la MMP-12 a pour conséquence des lésions plus petites et plus stables au niveau de 
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l�artère brachiocéphalique (Johnson et al., 2005) et une dégradation réduite de l�élastine dans 

l�arc aortique (Luttun et al., 2004), démontrant l�implication de la MMP-12 dans la 

déstabilisation des plaques d�athérome.            

 

Dans un contexte de conception de nouveaux ligands protéiques inhibiteurs de MMPs, il est 

donc indispensable de mettre au point des inhibiteurs hautement sélectifs des MMPs afin de 

cibler spécifiquement les MMPs qui jouent un rôle stimulateur dans le processus pathologique 

et éviter les MMPs impliquées dans les mécanismes de défense de l�hôte au cours du processus 

pathologique.  

 

IV.3 Les inhibiteurs naturels des MMPs : les TIMPs 

 

L'activité des MMPs est régulée par des inhibiteurs endogènes présents dans le plasma 

et les fluides tissulaires comme les "2-macroglobulines, mais également par des inhibiteurs 

plus spécifiques tels que les TIMPs. Les TIMPs sont des inhibiteurs tissulaires de 

métalloprotéases qui constituent une famille de quatre protéines TIMP-1, 2, 3, et 4 chez 

l�homme, se liant fortement et de façon non covalente au site actif des MMPs par formation 

d'un complexe 1:1 (Brew et al., 2000). Une perturbation de la balance physiologique normale 

entre les TIMPs et les MMPs est liée au développement des pathologies.   

 

IV.3.1 Aspects structuraux des TIMPs 

Tous les TIMPs ont une structure conservée et présentent environ 40 à 50% d'identité de 

séquence (Greene et al., 1996) (Figure IV.8).  
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Figure IV.8 : Alignement de séquences des TIMP-1, -2, -3, -4 humains et du TIMP-2 bovin. Les flèches et les cylindres bleus 
indiquent la présence de feuillets et d�hélices respectivement ; les résidus fortement ou faiblement impliqués dans des contacts 
intermoléculaires de moins de 4Å de distance sont indiqués par des triangles remplis ou vides respectivement. Les segments du 

TIMP-2 qui varient de manière importante par rapport au TIMP-1 sont entourés de rectangles et les résidus strictement 
conservés parmi les TIMPs sont indiqués par des rectangles oranges. (Fernandez-Catalan et al., 1998).   

 
 

La résolution de la structure cristallographique du complexe TIMP-1/MMP-3 par le 

groupe de W. Bode (Gomis-Rüth et al., 1997) a permis pour la 1ère fois de montrer la structure 

tridimensionnelle d�un TIMP et de mettre en évidence les caractéristiques géométriques de 

l�interaction avec les domaines catalytiques de MMP (Figure IV.9).  
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Figure IV.9 : Structure cristallographique du TIMP-1 (Code PDB 1UEA), représenté en mode cartoon et montrant les deux 

domaines N- et C-terminaux avec les différents éléments structuraux : feuillets (jaune), hélices (rouge), boucles (vert).    
 

 

Par la suite, le même groupe a résolu la structure cristallographique du complexe TIMP-

2/MMP-14 (Fernandez-Catalan et al., 1998), mais à ce jour, aucune structure 3D du complexe 

de MMP avec le TIMP-3 et le TIMP-4 n�a été décrite. En revanche, plusieurs autres structures 

3D existent pour différents complexes du TIMP-1 et du TIMP-2 en interaction avec les MMP-

1, -10 et -13 et la Pro-MMP-2.     

 

Les TIMPs, constitués de 184 à 194 acides aminés, sont organisés en deux domaines 

distincts : un domaine N-terminal d�environ 125 acides aminés et un domaine C-terminal 

d�environ 65 acides aminés, chacun d�eux est stabilisé par 3 ponts disulfures strictement 

conservés. Le domaine N-terminal, très conservé, est constitué d�une structure en tonneau ! 

formée de 5 feuillets ! (brins de A à F) ainsi que de trois hélices " (H1 à H3). La structure du 

domaine N-terminal est similaire au repliement de type OB (oligosaccharide/oligonucleotide 

binding). L�extrémité N-terminale, formée par les 5 premiers résidus, est bordée par les boucles 

AB, CD et EF (Figure IV.9). Les deux Cys 1 et 3 engagées dans 2 ponts disulfures reliant 

respectivement les boucles CD et EF permettent de conférer un cadre structural rigide à 

l�extrémité N-terminale des TIMPs. La comparaison entre les structures 3D des TIMP-1, -2 et -

3 (Figure IV.10) montre une parfaite superposition des extrémités N-terminales ainsi que des 

boucles CD et EF pour les 3 protéines, suggérant que les interactions établies dans ces régions 
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sont très conservées. En revanche, des différences existent au niveau de la boucle AB dont la 

longueur diffère en fonction des TIMPs : cette boucle est la plus longue dans le TIMP-2 par 

rapport à celle des TIMP-1, -3 et -4, avec une insertion de 7 résidus supplémentaires en 

comparaison avec le TIMP-1 (Figure IV.8 et Figure IV.10). Ce domaine N-terminal est capable 

de se replier correctement en une structure native stable ainsi que de fonctionner de manière 

indépendante du domaine C-terminal. Il est à la fois nécessaire et suffisant dans l�inhibition des 

MMPs (Greene et al., 1996; Apte et al., 1995; Murphy et Willenbrock, 1995). Le domaine C-

terminal est formé de 4 feuillets ! (G, H, I et J) et d�une hélice " (H4), tandis que l�extrémité C-

terminale semble être flexible. Ce domaine C-terminal module l�interaction des TIMPs avec les 

pro-formes des gélatinases par le biais des domaines hémopexine de ces dernières (Murphy et 

Willenbrock, 1995) : le TIMP-1 interagit avec la pro-MMP-9, les TIMP-2 et -4 interagissent 

avec la pro-MMP-2 et le TIMP-3 avec les deux gélatinases.     

 

 
Figure IV.10 : Superposition des structures cristallographiques des TIMPs, représentés en mode cartoon. Les structures des 
TIMP-1 (Vert), TIMP-2 (Bleu) et N-TIMP-3 (Rose) sont issues respectivement des complexes TIMP-1/MMP-3 (Code PDB 

1UEA), TIMP-2/MMP-14 (Code PDB 1BQQ), et N-TIMP-3/TACE (Code PDB 3CKI).  
 

    

IV.3.2 Affinité et sélectivité  

Les TIMPs inhibent toutes les formes actives des MMPs avec une sélectivité faible, et 

une affinité élevée, à l�exception du TIMP-1 qui possède une affinité très réduite pour la MMP-

19, la MT1-MMP (MMP-14), la MT3-MMP (MMP-16) et la MT5-MMP (MMP-24) (Stracke 

et al., 2000 ; Hernandez-Barrantes et al., 2002 ; Amour et al., 1998). Le TIMP-3 se distingue 
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des autres TIMPs de part sa capacité à inhiber une gamme plus large de métalloprotéases dont 

plusieurs membres de la famille des ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) et 

ADAMTS (ADAM with Thrombospondin motifs) (Amour et al., 1998 ; Kashiwagi et al., 

2001 ; Wang et al., 2006). Les TIMP-1, -2 et -4 montrent une activité inhibitrice limitée pour la 

famille des ADAMs.  En effet, les TIMPs possèdent une affinité sub-nanomolaire pour toutes 

les MMPs, déterminée à environ 1 nM (Brew et al., 2000 ; Will et al., 1996) à l�exception de 

l�interaction de très forte affinité entre le TIMP-2 et la MMP-2 estimée à 1 fM (Hutton et al., 

1998) et celle de très faible affinité entre le TIMP-1 et la MMP-14 dont le Ki a été déterminé à 

environ 200 nM avec le N-TIMP-1 (Lee et al., 2003). Des expériences de mutagénèse réalisées 

sur le TIMP-1 ont démontré qu�une mutation unique était capable de transformer le TIMP-1 en 

un inhibiteur actif envers la MMP-14 (Lee et al., 2003). En effet, la mutation T98L au niveau 

de la boucle EF permet un gain d�affinité d�un facteur 10 avec un Ki déterminé à 11 nM pour la 

MMP-14. Ceci s�explique probablement par le fait que ce résidu hydrophobe Leu soit présent 

dans tous les TIMPs à cette position à l�exception du TIMP-1.     

 

IV.3.3 Mécanisme d�inhibition des MMPs 

La formation du complexe TIMP/MMP crée une interface d�interaction de 1250 à 1300 

Å2 sur chacune des protéines, au niveau de laquelle des contacts plus ou moins forts 

s�établissent entre les deux partenaires. Il a d�abord été démontré qu�une forme tronquée du 

TIMP-1 ne possédant que les 2/3 de la chaine polypeptidique en partant de l�extrémité N-

terminale (N-TIMP-1) inhibe la MMP-3 avec une affinité légèrement réduite par rapport à la 

forme entière du TIMP-1 (Murphy et al., 1991 ; Willenbrock et Murphy, 1994). Le résultat de 

ces travaux suggère que l�interaction spécifique du TIMP avec la MMP se fait essentiellement 

au niveau de l�extrémité N-terminale. Par la suite, le mécanisme d�inhibition a pu être décrit de 

manière détaillée grâce à l�étude des structures cristallographiques des complexes TIMP-

1/MMP-3 (Gomis-Rüth et al., 1997), TIMP-2/MMP-14 (Fernandez-Catalan et al., 1998), puis 

de tous les autres complexes TIMP-1 ou -2/MMP.  

 

L�étude des complexes a montré que le TIMP se lie au site actif du domaine catalytique de la 

MMP par l�intermédiaire du segment N-terminal fixé de manière rigide au reste de la molécule 

par les deux ponts disulfures engageant les Cys 1 et 3 (Cys 1-Cys 70 et Cys 3-Cys 99 pour le 
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TIMP-1 ; Cys 1-Cys 72 et Cys 3-Cys 101 pour le TIMP-2). Ce segment N-terminal ainsi 

qu�une partie de la boucle CD adjacente participent aux ¾ des contacts intermoléculaires entre 

le TIMP et la MMP (Gomis-Rüth et al., 1997). Le domaine N-terminal étant très conservé, les 

contacts établis au niveau de cette région sont communs à tous les complexes TIMP/MMP.  

 

- Motif fonctionnel de liaison TIMP/MMP 

 

Ces observations indiquent que les 4 premiers résidus Cys 1 � Thr 2/Ser 2 � Cys 3 � Val 

4/Ser 4/Ala 4 se lient au site actif de la MMP au niveau des sous-sites S1, S1�, S2� et S3� 

respectivement, d�une manière similaire aux résidus P1, P1�, P2� et P3� d�un substrat peptidique. 

Le résidu Cys 1 joue un rôle primordial dans l�interaction avec les MMPs. En effet, ce résidu 

joue un rôle essentiel dans la chélation de l�atome de zinc catalytique par l�intermédiaire du 

groupement "-amino N-terminal et du groupement carbonyl de ce résidu. La liaison du TIMP 

avec la MMP entraîne l�expulsion de la molécule d�eau qui jouait le rôle de 4ème ligand du zinc 

pour être remplacée par le résidu Cys 1. Le groupement "-amino N-terminal de Cys 1 semble 

également établir une liaison hydrogène avec le Glu catalytique. La rupture des diverses 

interactions établies par le résidu Cys 1, par l�ajout d�un résidu avant la Cys 1 (Wingfield et al., 

1999), par carbamylation (Higashi et Miyazaki, 1999), ou par acétylation (Troeberg et al., 

2002) du groupement "-amino abolit l�activité inhibitrice des TIMPs pour les MMPs.    

Le résidu en position 2 qui, selon les TIMPs, peut être une sérine ou thréonine ne remplit pas 

complètement la cavité S1� des MMPs, mais établit une liaison hydrogène avec le Glu 

catalytique. En particulier, la chaine latérale de Thr2 du TIMP-1 pointe vers le sous-site de 

spécificité S1� et son groupement b-méthyl s�insère dans la niche hydrophobe tandis que son 

groupement b-hydroxyl est dirigé vers l�entrée plus polaire de cette cavité. Dans les substrats 

des MMPs, le résidu présent dans cette position (P1�) joue un rôle déterminant dans la 

spécificité des substrats peptidiques. De manière similaire, le résidu 2 des TIMPs joue un rôle 

prépondérant à la fois dans la spécificité et la sélectivité des TIMPs envers les MMPs. En effet, 

des mutants de N-TIMP-1 ont été construits avec 14 substitutions différentes à la place de Thr2 

et testés pour leur affinité de liaison pour les MMP-1, -2 et 3 (Meng et al., 1999). Les résultats 

ont montré que la suppression de la chaine latérale du résidu 2 en substituant Thr par Gly 

produit un variant de TIMP inactif envers les MMPs testées. Les substitutions par des résidus 

Ala et Asp entrainent une perte importante d�affinité sur toutes les MMPs testées, d�un facteur 

70 à 700 avec Ala et d�un facteur 600 à 3000 avec Asp. En revanche, les meilleurs variants 
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obtenus pour chacune des 3 MMPs ont montré une certaine sélectivité puisque les résidus 

préférés en position 2 sont différents en fonction de la MMP testée : Val, Leu et Ser pour la 

MMP-1, -2 et -3 respectivement.   

       

- Régions d�interaction adjacentes au motif fonctionnel  

 

La boucle CD, adjacente aux résidus N-terminaux et délimitée à droite par le 1er pont 

disulfure, est formée de 4 résidus et se trouve en contact direct avec la MMP. En particulier, les 

deux résidus en amont du pont disulfure, Val/Leu et Ser/Ala (positions 69 et 68 dans le TIMP-

1) interagissent avec les sous-sites non prime S2 et S3 des MMPs. L�importance de la boucle 

CD du TIMP dans l�interaction avec la MMP a été mise en évidence grâce à des expériences de 

mutagénèse réalisées sur le domaine N-terminal du TIMP-1. Les travaux de Huang et al. ont 

montré que les mutations individuelles M66A et V69T situées au niveau de la boucle CD 

(constituée des résidus M66E67S68V69) dans le N-TIMP-1 entrainaient une perte d�affinité pour 

la MMP-3 d�un facteur 20 et 10 respectivement (Huang et al., 1997). Par ailleurs, le résidu Val 

en position 69 dans le TIMP-1 est un résidu Val ou Leu dans tous les TIMPs, suggérant la 

présence d�un contact hydrophobe très conservé avec la MMP.  

 

La boucle AB varie en taille et en position selon les TIMPs. Ces boucles jouent donc des rôles 

différents selon les TIMPs dans les interactions avec les MMPs. Dans le TIMP-2, la boucle AB 

établit plusieurs contacts avec la boucle MT spécifique des MT-MMPs par le biais des résidus 

Ile35, Tyr36 et Asn38. Cependant, en dépit de la grande surface d�interaction entre cette boucle 

et la MMP, la plupart des contacts réalisés ne semblent pas conférer une complémentarité 

optimale. Seul le résidu Tyr36 semble former une interaction bien définie avec une poche 

hydrophobe située en dessous de la boucle MT de la MT1-MMP (Williamson et al., 2001). Par 

ailleurs, les contacts intermoléculaires présents au niveau de l�interface entre la boucle AB du 

TIMP-2 et la MMP-14 et absents dans le complexe TIMP-1/MMP-3 semblent être compensés 

au niveau d�autres sites de ce complexe TIMP-1/MMP-3 puisque le nombre total de contacts 

intermoléculaires à une distance inférieure à 4 Å est le même dans les deux complexes 

(Fernandez-Catalan et al., 1998). 

 

Le domaine C-terminal contribue très peu dans l�interaction entre le TIMP et le domaine 

catalytique des MMPs, il participe à hauteur d�environ 15% de l�ensemble des contacts 



PARTIE B 

CHAPITRE IV : Application : Ciblage du domaine catalytique des MMPs 

 142 

intermoléculaires et moins de 10% de l�énergie libre de liaison du complexe (Huang et al., 

1996).   

 

IV.4 Conclusion  

Les différents membres de la famille des MMPs représentent des cibles intéressantes 

pour l�application de notre approche de conception in silico de ligands protéiques artificiels. En 

effet, la complexité de la famille des MMPs résulte d�un nombre important de membres (23 

membres chez l�homme) caractérisés par une grande similarité de structure et de séquence des 

domaines catalytiques. Bien que des succès importants aient été obtenus concernant l�inhibition 

sélective de la MMP-12 (Devel et al., 2006) et de la MMP-13 (Engel et al., 2005), l�exploration 

de nouvelles méthodes permettant d�aborder l�inhibition sélective d�un membre particulier de 

la famille des MMPs pourrait déboucher sur de nouvelles molécules de grand intérêt 

thérapeutique ou diagnostique. Dans cette perspective, la conception in silico de mini-protéines 

capables d�interagir au niveau du site catalytique des MMPs et présentant une surface 

d�interaction importante pourrait constituer une étape importante vers cet objectif. En effet ces 

molécules pourraient servir de point de départ pour réaliser des bibliothèques de variants sur 

des positions présentes à l�interface avec les MMPs.  

 

L�objectif de ce travail est de concevoir une série de ligands protéiques capables de cibler le 

site catalytique des MMPs à l�aide d�une approche de conception in silico par greffage de motif 

fonctionnel. Ce motif fonctionnel peut être déduit d�informations fonctionnelles et structurales 

disponibles sur les inhibiteurs naturels des MMPs, les TIMPs. Les caractéristiques de ces 

interactions exploitées pour la conception de ligands protéiques artificiels des MMPs au cours 

de ce travail sont :  

 

- La conformation des 4 premiers résidus du TIMP qui permettent d�établir un 

ensemble d�interactions intermoléculaires mettant en jeu la chaine principale de ces 

quatre résidus. 

- L�implication du groupement N-terminal de la plate-forme dans une interaction 

directe avec l�atome de zinc dit « catalytique ». 

- La présence des ponts disulfures à l�extrémité N-terminale conférant à celle-ci une 

rigidité structurale. 
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Du point de vue méthodologique, un objectif important de ce travail est de mettre en évidence 

le taux de succès de l�approche in silico et sa capacité à produire des ligands protéiques 

artificiels capables de cibler un site de liaison précis. En effet, si les méthodes d�optimisation 

expérimentales ont pu démontrer dans quelques applications leur capacité à conduire à un 

ligand de haute affinité à partir de composés initiaux d�affinité modeste, l�obtention de ce 

composé reste l�étape limitante de la démarche. De plus, le fait de pouvoir disposer d�une série 

de composés initiaux pourrait accroitre considérablement les chances de succès de la méthode. 

Enfin, cette méthode de conception peut être un outil intéressant pour une meilleure 

compréhension du phénomène d�association protéine-protéine. De ce point de vue, on peut 

noter que les quelques études de conception de ligands protéiques montrent que les affinités 

atteintes par les composés initiaux issus de la phase in silico sont le plus souvent faibles (entre 

1 mM et 1 mM) suggérant qu�une partie des caractéristiques conduisant à des ligands protéiques 

de haute affinité n�a pas encore été correctement identifiée. Les travaux d�ingénierie mêlant des 

aspects structuraux, expérimentaux et la simulation des interactions entre ces partenaires 

constituent une voie d�intérêt pour progresser dans la compréhension de ces déterminants et 

ouvrira sans doute la voie à des méthodes d�ingénierie plus efficaces. 
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MATERIEL 

 

Tous les solvants et réactifs sont utilisés tels quels sans purification supplémentaire. Les 

acides aminés utilisés lors des synthèses sont commercialisés chez Novabiochem. Les acides 

aminés non naturels Fmoc-Homo-L-phenylalanine et Fmoc-L-4,4�-Biphenylalanine sont 

commercialisés par Advanced ChemTech. L�acide aminé Fmoc-4-(phenoxy)-L-phenylalanine 

est commercialisé par PolyPeptide GROUP et l'acide aminé Fmoc-cyclohexyl-methoxy-

phenylalanine a été synthétisé au laboratoire. Les cartouches utilisées afin de peser les acides 

aminés sont fournies par Applied Biosystems. La résine utilisée pour les synthèses est de type 

Rink amide MBHA, commercialisée par Novabiochem. Le TFA, le TIS, le Ac2O, le DCCI, le 

méthanol sont des produits Aldrich. Le Cl-HOBt est commercialisé par Molekula, et la 

collidine par Fluka. Le DCM et le NMP proviennent de Rectapur, la pipéridine provient de 

SDS. L�acétonitrile pour les purifications en HPLC est commercialisé par VWR PROLABO. 

 

Concernant l�activité de criblage de venin de serpent, le matériel biologique étudié 

consiste en 1 g de venin du serpent Dendroaspis polylepis, commercialisé sous forme 

lyophilisée par Sigma Aldrich. Le fractionnement du venin de serpent Dendroaspis polylepis 

est réalisé grâce à un système constitué d�une colonne d�échange d�ions à basse pression 

contenant une phase 15 S (Pharmacia), dont le volume est de 40 ml, et utilisée à un débit de 3 

ml/min et une pression de 3-4 bar (45-58 psi). La colonne est reliée à un formateur de gradient 

avec deux compartiments communiquants pour réaliser les mélanges de tampons A et B, grâce 

à une pompe péristaltique permettant de régler le débit. La sortie de la colonne est reliée à un 

collecteur de fractions automatique contenant 95 tubes et permettant de régler le volume 

souhaité des fractions recueillies. La séparation des différents composés contenus dans le venin 

se fait grâce à un gradient de tampon B (Acétate d'ammonium 3M, pH 7) dans un tampon A 

(Acide acétique 10 mM, pH 2). Le rinçage final de la colonne se fait par un tampon C (Acétate 

d'ammonium 3M, pH 9,5).  

La purification par RP-HPLC des fractions mères de venin issues du 1ère fractionnement par 

chromatographie d�échange d�ions est réalisée en utilisant des colonnes RP-HPLC en phase 

C18 (Discovery Supelco) : une colonne analytique (Dimensions 250 x 4,6 mm, 10 µm, débit 1 

ml/min), une colonne semi-préparative (Dimensions 250 x 10 mm, 5 µm, débit 4,5 ml/min) et 

une colonne préparative (Dimensions 250 x 21,2 mm, 10 µm, débit 8 ml/min). Les solvants 

utilisés pour la purification sont le solvant A (H2O/ACN/TFA : 90/10/0,1%) et le solvant B 
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(H2O/ACN/TFA : 10/90/0,1%).  

 

Les synthèses sont réalisées grâce à un synthétiseur automatisé modèle 431A Peptide 

Synthetizer, et le suivi de synthèse se fait par détection en UV sur le détecteur d�absorbance 

programmable 785A. Ces appareils sont commercialisés par Applied Biosystems.  

Les séparations par HPLC en phase inverse, analytiques, semi-préparatives et préparatives ont 

été réalisées sur les appareils Thermo Separation Product et Gilson utilisant respectivement des 

colonnes AIT C18 Kromasil (100 Å, 250x4,6 mm, débit 1 mL/min), AIT C18 Kromasil (100 Å, 

250x10 mm, débit 3 mL/min) et AIT C18 Kromasil (100 Å, 250x20 mm, débit 8 mL/min). Les 

solvants d�élutions sont les suivants : A = H2O/ACN/TFA : 95%/5%/0,1% et B = 

ACN/H2O/TFA : 90%/10%/0,09%. Les produits issus des HPLC sont lyophilisés grâce à un 

lyophilisateur Bioblock Scientific.  

 

Chaque peptide synthétisé et purifié a été analysé par spectrométrie de masse. Le HCCA 

contenu dans la matrice organique est commercialisé par Bruker Daltonics. Les peptides 

synthétiques sont déposés sur une plaque Opti-TOFTM (123 x 81 mm) de 384 puits (Applied 

Biosystems) puis analysés en masse grâce à un MALDI-TOF/TOF 4800 (Applied Biosystems).  

 

Pour les protéines produites par biologie moléculaire, les amorces sont fournies par 

Sigma Aldrich. Les amplifications par PCR de l�ADN ont été réalisées grâce à l�ADN 

polymérase Phusion commercialisée par New England Biolabs (NEB). Les enzymes de 

restriction FastDigest utilisées lors des différents clonages sont commercialisées par Fermentas 

et ont été utilisées selon les instructions du fournisseur avec les tampons FastDigest fournis. 

Les gènes codant pour les mini-protéines d'intérêt sont synthétisés par Geneart A.G. Les 

clonages sont réalisés dans la souche E. coli DH5" fournie par Invitrogen. L'expression des 

protéines recombinantes est réalisée dans la souche E. coli BL21 Star (DE3) fournie par 

Invitrogen. Le vecteur d'expression utilisé pour la production des protéines recombinantes est le 

pETG-82A comportant un promoteur T7 inductible à l�IPTG, un gène de résistance à 

l�ampicilline et un gène codant pour la protéine DsbC qui sert de partenaire de fusion 

solubilisant. Le milieu de culture LB (Luria Bertani) est commercialisé sous forme lyophilisée 

par Sigma Aldrich et préparé en dissolvant 25 g de LB dans 1 L d'eau milliQ. Le milieu ZY est 

préparé en pesant 10 g de N-Z-amine AS (Sigma Aldrich) et 5 g d�extrait de levure (Sigma 

Aldrich) dans 925 mL d'eau milliQ puis autoclavé. Au moment de l�utilisation, le milieu 
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complet est reconstitué après autoclavage par ajout de 50 mL d'une solution NPS 20X (0,5M 

(NH4)2SO4 ; 1M KH2PO4 ; 1M Na2HPO4 ; pH 6,75), 20 mL de glycérol 50X, 1 mL de MgSO4 à 

1M, 1 mL d'ampicilline à 100 mg/mL et 1 mL de chloramphenicol à 30 mg/mL. La TEV 

protéase a été produite au laboratoire.        

 

Pour les tests enzymatiques, les MMPs testées correspondent aux formes humaines. Les 

MMP-12h et MMP-9h, domaines catalytiques, sont produits au laboratoire. Les MMP-2, 

MMP-8 et MMP-13, formes entières, sont commercialisés par R&D Systems. La MMP-14 

forme entière est commercialisée par CIRMMP. Le substrat fluorogénique McaMat (Mca-Pro-

Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-ArgNH2) est commercialisé par la société Calcobiochem et solubilisé 

dans du DMSO. Les tests enzymatiques sont réalisés dans un tampon 50 mM Tris-HCl pH 6,8, 

10 mM CaCl2. Le Tris est commercialisé par Merck et le CaCl2 est commercialisé par Sigma. 

Les tests enzymatiques in vitro sont réalisés en plaques 96 puits (plaques 3650, Corning Costar, 

France). La cinétique de dégradation des substrats est suivie en fluorescence à l�aide d�un 

spectrophotomètre (Fluoroskan Ascent, ThermolabSystems), équipé d�un agitateur de plaques.  

Les protéines natives endothelin 1 et 3 sont fournies par Sigma-Aldrich; la scyllatoxin ainsi que 

la psalmotoxin sont commercialisées par Peptanova ; la SHK toxin est fournie par Bachem.  

 

Les analyses en LC/MS sont réalisées sur micro-HPLC (pré-colonne Phenomenex 

Jupiter C18-Max-RP, 4 µm, 80 Å, 2,0x4,0 mm ; colonne Phenomenex Jupiter C18, 4 µm, 80 Å, 

2,1x150 mm, débit 0,2 mL/min) couplée à un spectromètre de masse à trappe ionique (Esquire 

HCT, Bruker Daltonics, Germany). Les solvants d�élution utilisés sont les suivants : A = 

H2O/0,1% HCOOH, B =  CH3CN/H2O/HCOOH : 90%/10%/0,1%.  

 



METHODES 

 

 148 

METHODES 

 

I. Recherche de protéines inhibitrices de MMPs dans le venin du serpent Dendroaspis 

polylepis 

Une quantité de 1 g de venin du serpent Dendroaspis polylepis est dissoute dans 300 ml 

d'acide acétique 5 mM à pH 2, puis filtrée sur un filtre 0,45 µm. Le fractionnement de ce venin 

a été réalisé grâce à une stratégie de fractionnement bi-dimensionnelle. 

 

I.1 Fractionnement du venin par chromatographie d�échange d�ions  

- Protocole de fractionnement  

La colonne d�échange d�ions utilisée pour le 1er fractionnement du venin du serpent 

Dendroaspis polylepis est équilibrée avec 10 volumes de colonne (400 ml) en Tampon A (Acide 

acétique 10 mM). Par la suite, l�échantillon de venin est chargé sur la colonne à un débit de 3 

ml/min. La colonne ainsi chargée est lavée avec 3 volumes de colonne (120 ml) en Tampon A. 

L�éluat issu de cette étape de lavage (Dp1A) est gardé pour une analyse ultérieure. La 

séparation proprement dite se fait grâce à un gradient non linéaire en tampon B dans du tampon 

A. Pour ce faire, la colonne est placée dans un système semi-automatique avec un formateur de 

gradient constitué de 2 compartiments cylindriques, celui de droite étant muni d'un agitateur. A 

chaque palier, le compartiment de droite est rempli par le mélange avec le faible % en B alors 

que celui de gauche contient le mélange avec le % final de B pour ce palier. Entre les 2 

compartiments, un conduit contrôlé par une vanne permet de faire passer la solution la plus 

concentrée en B vers la solution la moins concentrée. 

Le gradient non linéaire utilisé est le suivant :   

- 0 à 10% B  en 2 volumes  

- 10 à 40% B   en 20 volumes 

- 40 à 100% B   en 3 volumes  

- 100% B  en 1 volume  

L�éluat en sortie de colonne est récupéré grâce à un collecteur de fractions, à raison de 6 

ml/tube. En fin de fractionnement, la colonne est lavée avec 2 volumes de colonne (80 ml) en 

tampon C ; cette fraction de rinçage est récupérée dans un tube contenant de l'acide acétique 5 

mM à pH 2 afin d�en diminuer le pH. 
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- Traitement des fractions après chromatographie d�échange d'ions  

 Les différentes fractions obtenues sont soumises à un dosage UV à 280 nm. Un 

chromatogramme représentant la DO à 280 nm des différentes fractions est tracé, puis les 

fractions sont regroupées en fonction des pics obtenus. Les fractions ainsi regroupées sont 

numérotées (Dp1A, Dp1B, �) puis diluées par 3 dans de l�eau milliQ et mises à lyophiliser.  

Les fractions sont ensuite reprises dans 3 à 4 ml d�eau milliQ puis la DO à 280 nm des 

solutions ainsi obtenues est mesurée et la quantité de protéines totales contenues dans chaque 

fraction est déterminée.  

 

I.2 Purification par RP-HPLC des fractions issues de la chromatographie d�échange 

d'ions  

 

Les fractions mères issues du 1er fractionnement par chromatographie d�échange d�ions sont 

soumises à une 2ème purification par RP-HPLC. En fonction de la quantité de protéines totales 

contenues dans chaque fraction, des colonnes RP-HPLC analytique, semi-préparative ou 

préparative ont été utilisées. Une quantité correspondant au 1/3 de la fraction mère est soumise 

à la purification par RP-HPLC, le reste est gardé pour réaliser les tests d�inhibition sur les 

MMPs. Après équilibration de la colonne avec le solvant A, l�échantillon est acidifié par du 

TFA 20% puis injecté sur la colonne. La séparation se fait selon le gradient suivant :   

- 15 min   en 100% A (dessalage)  

- 50 min   de 0 à 50% B  

- 25 min   de 50 à 100% B 

- 10 min   en 100% B (nettoyage de la colonne)  

Le suivi de la purification se fait en mesurant la DO en sortie de colonne à 280 nm et les 

différents pics de protéines sont récupérés séparément. Les différentes fractions filles obtenues 

sont numérotées (Par exemple, pour la fraction mère Dp1A, les fractions filles sont notées 

Dp1A1, Dp1A2 �) puis mises à lyophiliser. Elles sont ensuite reprises dans 3 à 4 ml d�eau 

milliQ puis la DO à 280 nm des solutions ainsi obtenues est mesurée et la quantité de protéines 

totales contenues dans chaque fraction est déterminée.  
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I.3 Criblage des fractions sur les MMPs 

Les différentes fractions mères et filles issues du 1er fractionnement par 

chromatographie d�échange d�ions et du 2ème fractionnement par RP-HPLC respectivement sont 

soumises à un criblage sur la MMP-12h à la recherche d�un composé inhibiteur de l�activité de 

cette enzyme. Le protocole est détaillé dans le paragraphe VIII de cette section.    

 

II.  Recherche in silico de plates-formes par le programme STAMPS 

 

L�objectif de notre travail est de concevoir des ligands protéiques inhibiteurs des MMPs, 

par greffage d�un motif fonctionnel sur des plates-formes capables de reproduire les 

caractéristiques structurales d�un motif présent dans des inhibiteurs naturels des MMPs : les 

TIMPs.   

La recherche des plates-formes protéiques a été réalisée par le programme STAMPS version 

3.1.1 développé au sein de notre laboratoire. Ce programme permet d�identifier dans la PDB 

des protéines possédant des résidus topologiquement équivalents aux résidus formant le motif 

fonctionnel à greffer. La base de données criblée par le programme STAMPS est la version 

entière de la PDB. Le motif fonctionnel choisi correspond aux 4 résidus N-terminaux Cys1-

Ser2-Cys3-Ser4 du TIMP-2. Les coordonnées x, y, z du motif fonctionnel de référence ainsi que 

les coordonnées x, y, z de la cible de référence sont issues du fichier PDB 1bqq correspondant 

au complexe TIMP-2/MMP-14. 

 

II.1 Données nécessaires à la recherche   

- Les coordonnées cartésiennes de la cible MMP-14 ; 

- l�identité ainsi que les coordonnées cartésiennes des 4 résidus du motif fonctionnel du ligand 

TIMP-2 : Cys-Ser-Cys-Ser ; 

- un lien permettant l�accès à la PDB. 

 

II.2 Paramètres de recherche  

Les paramètres utilisés en entrée de STAMPS pour la recherche de plates-formes ayant 
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aboutit aux solutions qui seront reportées dans ce mémoire sont : 

 

- Motif de liaison : 

Le motif de liaison doit être présent parmi les 5 résidus N-terminaux de la séquence protéique. 

Si les résidus topologiquement équivalents à ceux du motif fonctionnel se trouvent en positions 

2-5 de la plate-forme native, la protéine sera produite avec une délétion du résidu en position 1. 

STAMPS offre la possibilité de restreindre la nature des résidus natifs en position équivalente à 

l�un ou l�autre des résidus du motif. Plusieurs recherches ont été conduites avec les 

combinaisons suivantes : le motif fonctionnel sélectionné est constitué de 4 résidus et doit 

contenir un résidu Cys en position 1 et/ou en position 3 du motif  de la chaine principale du 

ligand artificiel: CXCX/CXXX/XXCX.  

Le motif de liaison doit également satisfaire des critères géométriques caractéristiques des 

atomes C" et C! des résidus du motif fonctionnel de référence :  

- Distances interatomiques : les distances entre les atomes C" et C! d�une paire de résidus du 

motif mime (d1�, d2�, d3� �) sont comparées aux distances entre les atomes C" et C! d�une 

paire de résidus du motif de référence (d1, d2, d3 �). La différence entre chacune des distances 

d et d� ne doit pas dépasser une valeur seuil "dmax fixée à 1,85 Å. 

- RMSD : l�écart moyen (RMSD) sur la position des atomes C" et C! entre les 4 résidus du 

motif de référence et les 4 résidus du motif mime après superposition ne doit pas dépasser une 

valeur seuil RMSDmax fixée à 1,25 Å. 

- Déviations angulaires : l�écart maximum toléré sur les angles ? entre un vecteur C"-C! d�un 

résidu du motif de référence et le vecteur C"-C! du résidu correspondant dans le motif mime 

après superposition est de 130° (#max = 130°) ; l�écart moyen sur tous les angles ? entre les 4 

résidus du motif de référence et les 4 résidus du motif mime "#max est limité à 90°. 

 

- Taille des plates-formes : la taille des plates-formes criblées doit être comprise entre 

15 et 60 acides aminés.    

 

- Filtre stérique : un facteur de recouvrement stérique est calculé afin d�évaluer la 

compatibilité stérique entre la cible MMP-14 et la plate-forme analysée. Ce facteur stérique est 

défini par :  où  et  sont les rayons des atomes i et j séparés par une 

distance . Chaque terme est calculé si < . Le facteur stérique correspond donc au 

nombre d�atomes de la cible dans une situation de recouvrement stérique avec une plate-forme 



METHODES 

 

 152 

sur le nombre total des atomes de la cible présents à l�interface. Deux scores stériques sont 

ainsi calculés. Un score stérique intermoléculaire est évalué par le critère Steric-inter qui doit 

être inférieur à 2,5. L�encombrement stérique intramoléculaire, résultant du transfert des résidus 

spécifiques du motif de référence sur la plate-forme analysée, est évalué par le critère Steric-

intra qui doit être inférieur à 1.   

 

Tableau II.1: Critères de recherche utilisés dans le programme STAMPS pour la recherche dans la PDB de plates-formes mimes 
capables d�inhiber les MMPs.  

 

Critères  Valeurs  

Emplacement du motif : 5 premiers résidus de l�extrémité N-terminale 

Composition du motif :  

- nombre de résidus 

- nature des résidus 

  équivalents 

 

4 résidus 

Cys-X-Cys-X / Cys-X-X-X / X-X-Cys-X  

X = n�importe quel acide aminé sur les 20 acides 
aminés naturels 

Topologie du motif :  

- RMSDmax (Å) 

- "dmax (Å) 

- #max (°) 

- "#max (°) 

 

1,25  

1,85  

130 

90 

Filtre stérique :  

- Steric-inter  

- Steric-intra 

 

2,5 

1 

Taille des plates-formes  (T) 15 $ T $ 60 acides aminés 

 

 

III.  Analyse électrostatique des plates-formes  

La compatibilité électrostatique des plates-formes sélectionnées dans la PDB grâce au 

programme STAMPS est vérifiée. 
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III.1 Calcul du potentiel électrostatique des plates-formes mimes et du ligand de référence  

Le programme STAMPS produit des fichiers de structures de complexes entre le 

domaine catalytique de la MMP-14 et chacun des ligands satisfaisant les critères définis ci-

dessus. Ces structures sont obtenues après superposition des atomes Ca, Cb des résidus du 

motif identifié dans la plate-forme sur les atomes correspondants dans le complexe de référence 

TIMP-2/MMP-14.  Après mutation des résidus de la plate-forme topologiquement équivalents à 

ceux du motif (greffe du motif), les coordonnées cartésiennes de la MMP-14 en complexe avec 

ce candidat ligand sont sauvegardées. Il faut noter que dans les motifs de liaison des plates-

formes, les résidus Cys natifs en position 1 et/ou 3 du motif sont conservés s�ils sont impliqués 

dans un pont disulfure naturel. Si ce n�est pas le cas, les cystéines sont mutées en serine. Enfin 

les résidus en positions équivalentes à 2 et 4 dans le motif à greffer sont mutés en serine. Le 

protocole décrit ci-dessus permet d�obtenir une série de structures de candidats ligands dans 

lesquelles les motifs greffés sont superposés au motif présent dans la structure de référence 

MMP-14/TIMP-2. Les positions des atomes d�hydrogène manquants dans la structure sont 

reconstruites à l�aide du programme CHARMM et les coordonnées cartésiennes des complexes 

plateforme/MMP-14 sont sauvegardées. L�analyse électrostatique est réalisée à l�aide des 

coordonnées cartésiennes des candidats ligands protéiques extraits de ces derniers complexes.  

 

Les potentiels électrostatiques des candidats ligands obtenus ainsi que celui du TIMP-2 sont 

calculés grâce au logiciel APBS version 1.3 (Baker et al., 2001), en résolvant numériquement 

l�équation de Poisson Boltzmann. Le modèle de Poisson Boltzmann permet de décrire le 

potentiel électrostatique d�une protéine traitée comme un milieu de faible constante 

diélectrique, et présente dans un milieu aqueux à forte constante diélectrique. Les charges et les 

rayons des atomes utilisés dans les calculs sont ceux du jeu de paramètres PARSE (Sitkoff et 

al., 1994). Les constantes diélectriques @ utilisées sont de 1 pour l�intérieur des protéines et de 

80 pour le solvant. La force ionique est de 150 mM, le rayon des ions est de 2 Å et le rayon des 

molécules du solvant est de 1,4 Å. Les dimensions de la grille pour le calcul du potentiel 

électrostatique sont choisies de façon à englober toutes les plates-formes sélectionnées : 97 

points pour chacun des axes x, y et z, avec un espacement de 2,0 Å entre les points pour la 

grille initiale et de 0,8 Å pour la grille finale.  
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III.2 Comparaison des potentiels électrostatiques entre les plates-formes mimes et le 

ligand de référence 

Les grilles de potentiel électrostatique générées pour chacune des plates-formes ainsi 

que pour le ligand de référence ont été comparées quantitativement à l�aide du programme 

PIPSA version 2.0 (Blomberg et al., 1999). Ce programme permet de comparer les potentiels 

électrostatiques des plates-formes avec celui du TIMP-2 en calculant l�indice de similarité 

électrostatique de Hodgkin ESI
a,b
H

 
(ESI pour « Electrostatic Similarity Index ») permettant la 

comparaison de la grille de potentiel électrostatique d�une plate-forme mime avec celle du 

TIMP-2. Cet indice est défini par : 

 

 

 

où M représente le potentiel moléculaire à comparer. 

Dans le cas de la comparaison des potentiel électrostatiques [a et [b : 

 

 

 

La valeur de ESI varie de -1 à +1, une valeur de +1 signifiant que la plate-forme et le TIMP-2 

ont un potentiel électrostatique identique, tandis qu�une valeur de -1 indique que les potentiels 

électrostatiques sont anti-corrélés. Un ESI = 0 correspond à des protéines ayant des potentiels 

électrostatiques non corrélés. 

 

La comparaison entre les grilles de potentiels électrostatiques se fait au niveau d�une région 

précise de la grille, appelée « peau » (skin). Cette région correspond à un volume formé autour 

de la protéine, situé à une distance \ de 3 Å de la surface de la protéine et ayant une épaisseur & 

de 4 Å (Figure III.1). Ainsi, la comparaison des potentiels électrostatiques de deux protéines se 

fait à l�intersection de leurs régions « skin ». L�analyse de l�indice ESI peut être réalisée sur la 

totalité des régions « skin » ce qui donne un indice ESI_all. L�analyse peut également être 

restreinte à une partie bien définie de la région « skin », correspondant au site de liaison du 

ligand mime avec la cible, et donnant un ESI_part. Cette région est définie comme étant 

l�intersection d�une sphère de rayon 10 Å et centrée sur l�atome N du résidu en position 1 du 

motif de liaison, avec la région « skin » (Figure III.1).  
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Figure III.1 : Définition des régions utilisées pour le calcul des indices de similarité électrostatique de Hodgkin. La protéine est 
représentée en mode surface et cartoon. A gauche : L�ensemble de la région « skin » coloriée en gris utilisée pour le calcul des 

ESI_all. A droite : Le calcul des ESI_part est limité à la région de liaison coloriée en rouge. 

 

III.3 Comparaison des formes des plates-formes mimes et du ligand de référence  

Les formes d�une plate-forme mime et du ligand de référence peuvent également être 

comparées en calculant un indice de similarité de forme de Hodgkin SSI
a,b
H  (SSI pour 

« Shape Similarity Index ») défini par : 

 

 

 

Où ,  et  représentent respectivement le nombre de points présents sur la grille dans la 

région « skin » autour de la protéine a, le nombre de points présents sur la grille dans la région 

« skin » autour de la protéine b et le nombre de points présents dans l�intersection des deux 

grilles a et b. La valeur de cet indice varie de 0, lorsque les formes des protéines sont 

différentes, à 1 lorsqu�elles sont identiques. De manière similaire aux indices ESI_all et 

ESI_part, l�indice SSI_all est calculé pour l�ensemble de la région « skin » tandis que l�indice 

SSI_part est limité à la région de liaison telle que définie pour le ESI_part.   

 

IV. Procédure de relaxation par dynamique moléculaire et minimisation d�énergie  

 

Les structures des complexes plates-formes mimes/MMP-14 issus du programme 
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STAMPS ont été soumises à une procédure de relaxation par dynamique moléculaire et 

minimisation d�énergie sous contraintes positionnelles en utilisant le logiciel CHARMM 

version 35b1 (Brooks et al., 1983). Le champ de force CHARMM version 22 a été utilisé 

(MacKerell et al., 1998). Après reconstruction des atomes d�hydrogène manquants dans les 

fichiers PDB, la structure du complexe plate-forme mime/MMP-14 est minimisée en utilisant 

des contraintes positionnelles. Au cours des calculs de simulations, le groupement N-terminal 

du TIMP-2 et des candidats ligands a été défini sous forme neutre NH2 et non sous forme NH3
+. 

Ceci est justifié par la proximité de l�atome de zinc catalytique portant une charge nette >2e. 

Des calculs de simulations de dynamique moléculaire réalisés au cours de ce travail ont montré 

que l�état de protonation NH3
+ conduisait à une déformation importante de la structure du 

complexe et à la rupture d�interactions observées expérimentalement entre le ligand protéique 

et le domaine catalytique de la MMP-14. 

 

IV.1 Minimisation d�énergie sous contraintes 

- Contraintes positionnelles :  

- Motif : des contraintes harmoniques sont imposées sur les atomes autres que les C" et les 

hydrogènes, avec une constante de force égale à 5 kcal/mol/Å2.  

- Cible et ions : des contraintes harmoniques sont appliquées aux positions des atomes C" de la 

cible ainsi que des ions (zinc et calcium) présents dans la structure de la MMP-14 avec une 

constante de force égale à 50 kcal/mol/Å2 à l�exception des résidus de la cible situés à une 

distance inférieure à 7 Å de la plate-forme et pour lesquels la constante de force imposée est de 

0,5 kcal/mol/Å2. Ce jeu de contraintes positionnelles empêchent la déformation de la structure 

de la cible au cours de la minimisation mais permettent des ajustements plus importants au 

voisinage de l�interface avec le candidat ligand.  

- Ligand : des contraintes harmoniques faibles sont imposées sur les atomes C" du ligand 

situés à une distance inférieure à 7 Å de la cible, avec une constante de force égale à 0,5 

kcal/mol/Å2 ; pour les autres atomes (non hydrogène) du candidat ligand situés à une distance 

inférieure à 7 Å de la cible, la constante de force imposée est de 0,005 kcal/mol/Å2. Aucune 

contrainte positionnelle harmonique n�est appliquée aux atomes du candidat ligand situés à une 

distance supérieure à 7 Å de la cible.  
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- Contraintes de distances : 

Deux types de contraintes de distances interatomiques ont été utilisés. Le potentiel associé est 

défini grâce à la fonction NOE (Nuclear Overhauser Effect) de CHARMM. La constante de 

force du potentiel associé (KMIN, KMAX) était de 50 kcal mol-1 Å-2. 

 

- Motif : des contraintes de distances intermoléculaires sont imposées entre les 4 résidus du 

motif du ligand mime et certains résidus de la cible qui se trouvent à proximité du motif. Ces 

contraintes de distance sont égales aux distances entre les atomes des 4 résidus du motif 

fonctionnel du TIMP-2 et les atomes des résidus de la MMP-14, impliqués dans des liaisons 

intermoléculaires. Ces contraintes de distance permettent de préserver la géométrie du motif du 

candidat ligand par rapport au site actif de la cible. Les distances de référence correspondent à 

celles déterminées dans le complexe TIMP-2/MMP-14. Le fichier de contraintes NOE utilisées 

pour le motif est reporté ci-dessous : 

 

 

ASSIgn  sele atom @{SEG_LIG} @{RES_M1} N end sele atom IONS 1 ZN end - 

            KMIN 50.0 RMIN 4.0 KMAX 50.0 RMAX 4.2 FMAX 2.0 

ASSIgn  sele atom @{SEG_LIG} @{RES_M1} N end sele atom @{SEG_TAR} 240 CD end - 

            KMIN 50.0 RMIN 3.1 KMAX 50.0 RMAX 3.3 FMAX 2.0 

ASSIgn  sele atom @{SEG_LIG} @{RES_M1} O end sele atom IONS 1 ZN end - 

            KMIN 50.0 RMIN 2.7 KMAX 50.0 RMAX 2.9 FMAX 2.0 

ASSIgn  sele atom @{SEG_LIG} @{RES_M2} O end sele atom @{SEG_TAR} 240 CD end - 

            KMIN 50.0 RMIN 3.5 KMAX 50.0 RMAX 3.7 FMAX 2.0 

ASSIgn  sele atom @{SEG_LIG} @{RES_M2} N end sele atom @{SEG_TAR} 200 O end - 

            KMIN 50.0 RMIN 3.5 KMAX 50.0 RMAX 3.7 FMAX 2.0 

ASSIgn  sele atom @{SEG_LIG} @{RES_M2} O end sele atom @{SEG_TAR} 199 N end - 

            KMIN 50.0 RMIN 3.0 KMAX 50.0 RMAX 3.2 FMAX 2.0 

ASSIgn  sele atom @{SEG_LIG} @{RES_M3} N end sele atom @{SEG_TAR} 259 O end - 

            KMIN 50.0 RMIN 2.8 KMAX 50.0 RMAX 3.0 FMAX 2.0 

ASSIgn  sele atom @{SEG_LIG} @{RES_M3} O end sele atom @{SEG_TAR} 261 N end - 

            KMIN 50.0 RMIN 3.0 KMAX 50.0 RMAX 3.2 FMAX 2.0 

ASSIgn  sele atom @{SEG_LIG} @{RES_M4} N end sele atom @{SEG_TAR} 197 O end - 

            KMIN 50.0 RMIN 2.7 KMAX 50.0 RMAX 2.9 FMAX 2.0 

 

 

- Ligand : des contraintes de distances intramoléculaires, également définies grâce à la fonction 

NOE de CHARMM sont imposées entre les atomes C" du candidat ligand (un ensemble de 
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contraintes de distance di,j définie entre l�atome Ca du résidu i et l�atome Ca du résidu j, i et j 

parcourant la séquence primaire du candidat ligand étudié) afin de préserver la structure 

tridimensionnelle de la plate-forme étudiée tout en autorisant des mouvements d�ensemble du 

candidat ligand par rapport à la cible. Ces contraintes permettent d�optimiser l�interface du 

ligand et de la cible au cours de cette phase de relaxation. La structure de référence pour la 

définition des contraintes de distance est la structure initiale de la plate-forme identifiée dans la 

PDB. 

 

IV.2 Dynamique moléculaire dans le vide   

Chaque structure de complexe candidat ligand/MMP-14 a été soumise à 15 cycles de 

dynamique moléculaire à 300 K, correspondant à 25 000 pas par cycle et avec un pas 

d�intégration de 0,0005 ps. Tous les 25 000 pas, l�énergie potentielle de la structure est 

minimisée et ses coordonnées sont sauvegardées pour une analyse ultérieure. 15 structures sont 

ainsi obtenues. Ces calculs ont été réalisés dans le vide. Les structures ainsi minimisées sont 

par la suite analysées afin de déterminer les caractéristiques des interfaces plates-formes 

mimes/MMP-14.    

 

IV.3 Dynamique moléculaire en solvant explicite     

Les calculs ont été réalisés à l�aide du programme CHARMM version C35b1 (Brooks et 

al., 1983). Le champs de force utilisé est la version 22 (MacKerell et al., 1998). Les 

coordonnées initiales des complexes sont celles obtenues à l�issue du protocole de conception 

in silico. Les complexes résultant sont immergés dans une boîte d�eau cubique de dimension 

adaptée à la taille du complexe étudié. Les molécules d�eau en recouvrement avec les atomes 

de la protéine sont éliminées et l�interface solvant-soluté est optimisée par minimisation 

d�énergie et dynamique moléculaire. Durant cette phase, une première étape de 300 cycles de 

minimisation d�énergie est réalisée durant laquelle les atomes du soluté sont fixes. Puis une 

seconde étape de 300 cycles de minimisation de l�énergie potentielle du système est réalisée en 

appliquant des contraintes positionnelles harmoniques aux atomes du soluté (kharm = 30 

kcal.mol-1.Å-2). Ces étapes de minimisation d�énergie sont suivies d�une phase de dynamique 

moléculaire destinée à thermaliser le système à 298 K. Dans une première étape, cette 

dynamique est réalisée en présence de contraintes harmoniques (kharm = 5 kcal.mol-1.Å-2) 
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appliquées aux atomes non-hydrogène de la chaine principale, aux ions et aux atomes chélatant 

les ions en utilisant les coordonnées initiales en référence. Durant cette phase, la température 

est augmentée graduellement par étapes de 30 K. Puis, lorsque la température de 298 K est 

atteinte, les contraintes positionnelles sont éliminées et la phase de production est réalisée 

jusqu'à 1 ns. 

Les étapes de dynamique moléculaire sont calculées à Pression et Température constantes. Le 

pas de temps était de 0,001 ps et les coordonnées sauvegardées tous les 100 pas. Les conditions 

périodiques aux limites ont été appliquées au système durant le calcul de la trajectoire. 

Les interactions électrostatiques ont été traitées en utilisant la méthode du « Particle Mesh 

Ewald ». Il faut noter que les structures initiales des complexes issus de la conception in silico 

ont été préalablement neutralisées à l�aide d�ions Na> ou Cl-. Le cut-off était de 16 Å.  

 

IV.4 Analyse des interfaces plates-formes mimes/MMP-14 

Les structures des complexes plates-formes mimes/MMP-14 sont analysées grâce à une 

procédure développée au laboratoire et écrite dans le macro-langage du programme 

CHARMM. La taille de l�interface (en Å2) d�un complexe est calculée comme étant la somme 

des aires des surfaces totales accessibles des deux protéines séparées moins l�aire de la surface 

totale accessible du complexe, avec un rayon de sonde de 1,4 Å. Le volume vide ou « gap 

volume » (en Å3) est calculé comme la différence entre les volumes totaux des deux protéines 

séparées et celui du complexe. L�indice de volume vide ou « gap volume index » (en Å) est 

défini comme étant le rapport du volume vide sur la taille de l�interface.  

L�attribution des interactions intermoléculaires au niveau des interfaces des complexes se fait 

selon des critères définis. Pour les liaisons hydrogène (HB), la distance entre le donneur et 

l�accepteur doit être inférieure à 3,9 Å et la distance entre l�hydrogène et l�accepteur doit être 

inférieure à 2,5 Å. Les angles donneur-proton H-accepteur (D-H-A), donneur-accepteur-atome 

lié à l'accepteur (D-A-AA) et accepteur-atome lié à l'accepteur-proton H (A-AA-H) doivent être 

supérieurs à 90°. Les seuils de distances pour les interactions cation-- (CP) ainsi que pour les 

interactions --- (PP) sont fixés à 6 Å. Un pont salin (PS) est attribué lorsque la distance entre 

un groupement chargé +/- 1 est situé à une distance inférieure à 4 Å d�un groupement portant 

une charge opposée.  
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V. Production des plates-formes par synthèse peptidique  

V.1 Synthèse chimique sur support solide   

Les protéines natives 2it8A, 2uuyB et 2f3cI portant le motif de liaison natif, ainsi que 

les variants de la protéine native 1edpA, ont été obtenus par synthèse sur support solide grâce à 

un synthétiseur automatisé (model 433A, Applied Biosystems) en utilisant la stratégie 

Fmoc/tBu. 

Les synthèses sont effectuées en utilisant un protocole standard (décrit en détail dans l'Annexe 

III) avec 0,1 mmol de résine portant un groupement Fmoc C-terminal, un excès d'un facteur 10 

soit 1mmol pour chaque acide aminé-Fmoc (Novabiochem), une activation par le couple 

DCCI/HOBt et un « capping » des fonctions amines libres par un mélange 

Ac2O/collidine/NMP. 

 

Les différentes résines utilisées lors de la synthèse peptidique des plates-formes sont présentées 

dans le tableau V.1.  

 

Tableau V.1 : Résines utilisées lors de la synthèse peptidique des plates-formes. 
 

Plates-formes 
synthétisées 

Type de Résine Taux de substitution 
(mmol/g) 

Quantité de résine 
utilisée (mg) 

Variants de  

1edpA  

Fmoc-Rink amid 

4-methylbenzhydrylamine (MBHA) 

0,66 150 

2uuyB Fmoc-Ala NovaSynÆ TGA 0,26 385 

2f3cI 

2it8A 

Fmoc-Rink Amidaminomethyl-
polystyrene (AM) 

0,62 161 

 

Après lavage de la résine dans du DCM et séchage dans un dessiccateur pendant quelques 

heures, un clivage dans 10 mL de TFA/TIS/H2O (95/2,5/2,5 v/v/v) pendant 2 h à température 

ambiante a permis de libérer le peptide de la résine et d'enlever les groupements protecteurs des 

chaînes latérales des acides aminés. La résine a ensuite été filtrée et le peptide a été précipité 

dans 100 mL TBME à froid. Après centrifugation (3000 rpm, 30 min, 4 °C), le culot a été 

solubilisé dans 30 mL d'une solution d'acide acétique à 10% puis lyophilisé.   
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V.2 Purification du brut de synthèse par RP-HPLC  

Les bruts de synthèse ont été réduits dans un tampon dénaturant (0,5 M Tris pH 8, 6 M 

guanidine) additionné de 10 mM DTT pendant 90 min à 37 °C. Après acidification à pH 2 avec 

du TFA/H2O (50/50 v/v) de la solution de peptides réduits puis filtration sur un filtre 0,45 µm, 

la purification du peptide d'intérêt a été réalisée par RP-HPLC sur une colonne C18 

DiscoveryÆ BIO Wide Pore (Supelco) semi-préparative (Diamètre des particules : 5 µm ; taille 

des pores : 300 Å ; Taille de la colonne : 10 × 250 mm) en utilisant un gradient non linéaire de 

solvant B (90% ACN, 10% H2O, 0,09% TFA) dans le solvant A (90% H2O, 10% ACN, 0,1% 

TFA) à un débit de 5 mL/min. La détection des peptides a été suivie à 214 nm par un détecteur 

UV (Merck L4000) équipé d'une cellule de détection de 5 mm. La fraction correspondant au 

peptide d'intérêt pur a ensuite été congelée dans l�azote liquide puis lyophilisée.  

 

V.3 Formation des ponts disulfures  

La formation de ponts disulfures a été réalisée à 4 °C pendant 24 à 48 h, dans le tampon 

dénaturant additionné du couple oxydo-réducteur glutathion oxydé (GSSG) / glutathion réduit 

(GSH) à un ratio de 1/10 (0,5 mM GSSG / 5 mM GSH) ainsi que la protéine à une 

concentration finale de 1 mg/mL. Le suivi de formation des ponts disulfures est réalisé par RP-

HPLC analytique en suivant la disparition au cours du temps du pic correspondant à la forme 

réduite de la protéine. La protéine oxydée est purifiée par RP-HPLC semi-préparative comme 

décrit précédemment, puis lyophilisée.  

 

VI. Production des plates-formes par voie recombinante chez E. coli 

VI.1 Construction des vecteurs d'expression  

Les gènes synthétiques, optimisés pour une expression recombinante des mini-protéines 

chez la bactérie E. coli, contiennent une séquence non canonique du site de clivage par la TEV 

protéase (ENLYFQ) suivie par la séquence correspondant à la mini-protéine d'intérêt ayant le 

motif fonctionnel à greffer à l'extrémité N-terminale, ainsi que les sites de recombinaison 

Gateway de part et d'autre du gène synthétique. 

Ces gènes ainsi construits sont clonés dans le vecteur de destination pETG-82A, contenant la 

protéine de fusion DsbC ainsi que l�étiquette 6(His), par un clonage LR Gateway�. Les 
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plasmides d'expression obtenus codent pour une protéine de fusion constituée de :  

 

Protéine DsbC � Etiquette 6(His) - Site de clivage TEV protéase - Mini-protéine d'intérêt 

 

La protéine DsbC est utilisée comme partenaire solubilisant et oxydant permettant la 

production chez la bactérie E. coli de protéines de petites tailles et ayant des ponts disulfures. 

En effet, la protéine DsbC utilisée en fusion permet d�augmenter la taille de la mini-protéine 

d�intérêt et est également impliquée dans l�isomérisation des ponts disulfures. L�étiquette 

6(His) permet la purification par affinité de la protéine de fusion sur une colonne de nickel et la 

protéase TEV permet le clivage de la mini-protéine d�intérêt de la protéine de fusion.    

 

Les différents variants des mini-protéines ont été obtenus à partir des plasmides d'expression 

précédemment décrits en réalisant la mutagénèse dirigée par PCR. Les séquences des plasmides 

d'expression ont été vérifiées par séquençage (Eurofins MWG). 

 

VI.2 Production des mini-protéines d'intérêt 

Pour la production des protéines recombinantes chez E. coli, un protocole de co-

expression a été mis au point, reposant sur l�utilisation de l�enzyme sulfhydrile oxydase Erv1p 

afin de catalyser la formation des ponts disulfures des mini-protéines d�intérêt dans le 

cytoplasme d�E. coli.  

Pour ce faire, une souche Escherichia coli BL21-star a été transformée par un protocole de 

choc thermique par le plasmide d'expression portant le gène de la mini-protéine d'intérêt ainsi 

que le plasmide pMJS9 portant le gène codant pour la sulfhydrile oxydase Erv1p, puis mise en 

culture à 37 °C pendant une nuit dans 10 mL de milieu LB additionné d'ampicilline et de 

chloramphénicol à des concentrations finales de 100 µg/mL et 30 µg/mL respectivement. Le 

milieu ZY (925 mL) a été reconstitué en ajoutant 50 mL d'une solution NPS 20X, 20 mL de 

glycérol 50X, 1 mL de MgSO4 à 1M, 1 mL d'ampicilline à 100 mg/mL et 1 mL de 

chloramphénicol à 30 mg/mL. Le milieu de culture ainsi préparé a été inoculé avec la pré-

culture puis mis en incubation à 30 °C sous agitation à 200 rpm. Lorsque la DO à 600 nm a 

atteint 0,8, l'expression de la sulfhydrile oxydase a été induite par ajout de 20 mL d'une solution 

d'arabinose 50X. Après 30 min d'incubation à 20 °C, l'expression de la protéine recombinante a 

été induite par ajout de 1 mL d'IPTG à 1M et l'incubation a été poursuivie à 20 °C pendant une 
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nuit.  

 

VI.3 Extraction et purification des protéines de fusion 

Les cellules bactériennes ont été récupérées par centrifugation (4500 g, 30 min, 4 °C, 

rotor JS4.2) et le culot a été ressuspendu dans 50 mL de tampon de lyse (100 mM Tris-HCl pH 

8, 150 mM NaCl, 5% glycérol). Les cellules ont ensuite été éclatées dans un système de 

désintégration de cellules (cell disrupter, Constant System Ltd) permettant de libérer le contenu 

cytoplasmique des cellules. Le lysat obtenu a été centrifugé (18 000 rpm, 30 min, 4 °C, rotor 

JA20) et le surnageant contenant la protéine de fusion a été récupéré. La protéine de fusion a 

par la suite été isolée du mélange cellulaire par purification sur une colonne de nickel HisTrap 

FF de 5 mL (GE-Healthcare Bio-Sciences) permettant de fixer l�étiquette 6(His) contenue dans 

la protéine de fusion. La colonne a été préalablement équilibrée avec 25 mL de tampon A (100 

mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 5% glycérol, 40 mM Imidazole). Après chargement du 

surnageant sur la colonne à un débit de 2 mL/min, la résine a été lavée avec 25 mL de tampon A 

et la protéine de fusion portant l'étiquette 6(His) a ensuite été éluée par un gradient de tampon 

contenant une concentration croissante en imidazole permettant de décrocher la protéine de 

fusion de la colonne par phénomène de compétition : gradient linéaire (0 à 100% B en 30 min) 

de tampon B (100 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 5% glycérol, 500 mM Imidazole) à un 

débit de 2 mL/min. Un suivi de l�absorbance à 280 nm a été réalisé durant toutes les étapes de 

chargement du surnageant, de lavage de la colonne et de l�élution de la protéine de fusion. Les 

différentes fractions contenant la protéine de fusion ont été regroupées.  

 

VI.4 Clivage et purification des mini-protéines d�intérêt  

La solution protéique contenant la protéine de fusion a été soumise à une dialyse en 

boudin (Spectra/PorÆ Dialysis Membrane ; MWCO : 3500) pendant 3 h contre le tampon C 

(50 mM Tris-HCl, pH 8), compatible avec l�activité de la TEV protéase. La protéine d'intérêt a 

ensuite été clivée avec 10% (masse/masse) de TEV protéase pendant une nuit à 4 °C. La 

solution de clivage a été centrifugée afin d�éliminer le précipité qui se forme après clivage, puis 

le surnageant est filtré sur des membranes 0,45 µm. Le surnageant issu du clivage, contenant la 

protéine d�intérêt libre mais également la TEV protéase ainsi que la protéine DsbC portant 

l�étiquette 6(His), est purifié par RP-HPLC sur une colonne C4 (Vydac 214TP1010, 10 µm, 300 
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Å, 10x250 mm) en utilisant un gradient non linéaire de solvant B (90% ACN, 10% H2O, 0,09% 

TFA) dans le solvant A (95% H2O, 5% ACN, 0,1% TFA) à un débit de 4 mL/min. Les protéines 

purifiées ont été lyophilisées puis solubilisées dans le tampon approprié pour les études 

ultérieures.   

 

VII. Caractérisation des mini-protéines produites par synthèse chimique et par voie 

recombinante 

La pureté des protéines a été contrôlée par RP-HPLC analytique couplée à un 

spectromètre de masse à trappe ionique à haute résolution (Esquire HCT, Bruker Daltonics) 

dans les mêmes conditions que celles utilisées lors de la purification. La masse moléculaire 

exacte des protéines oxydées a été confirmée par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF 

4800 (Applied Biosystems), en mode positif. 

L'appariement correct des ponts disulfures a été vérifié pour les plates-formes modifiées 1an1I, 

2f3cI, 2it8A et 2uuyB par des tests de liaison sur leur cible naturelle, la trypsine. Une analyse 

des structures cristallographiques des mutants de la plate-forme 1edpA a permis de confirmer le 

repliement correct de ceux-ci.   

Les concentrations exactes des mini-protéines ont été déterminées par une analyse de la 

composition en acides aminés (amino acid analyser JLC-500/V AminoTac�, JEOL) ainsi que 

la mesure de l'absorbance à 280 nm sur un spectromètre Beckmann en utilisant un coefficient 

d'extinction molaire calculé sur la base de la composition en acides aminés des protéines.  

 

VIII. Tests enzymatiques d�inhibition des MMPs 

L'inhibition des MMPs par les mini-protéines produites a été évaluée par des tests 

enzymatiques de compétition en utilisant le substrat fluorogénique McaMat (Mca-Pro-Leu-Gly-

Leu-Dpa-Ala-Arg-NH2) à une concentration finale de 9 µM et les différentes MMPs humaines 

(MMP-2h, MMP-8h, MMP-9h, MMP-12h, MMP-13h et MMP-14h) à des concentrations 

finales nanomolaires. Les concentrations en substrat et en enzymes pour les tests ont été 

choisies de façon à rester largement en dessous d'une utilisation de 10% du substrat et à 

observer les taux initiaux.  

Les tests enzymatiques sont réalisés à température ambiante, en parallèle sur une plaque de 96 

puits, dans un volume final de 50 µl dans le tampon 50 mM  Tris-HCl pH 6,8, 10 mM CaCl2. 
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L�inhibiteur est ajouté dans les puits à quatre concentrations différentes choisies de façon à 

observer une gamme d'inhibition comprise entre 20 et 80% ; pour chaque concentration en 

inhibiteur, les tests sont réalisés en double. Après 45 min d'incubation de l'inhibiteur en 

présence de l'enzyme, sous agitation et à 25 °C, le substrat fluorogénique McaMat est ajouté.  

L'inhibition est déterminée par mesure de l'augmentation du signal de fluorescence résultant de 

la dégradation du substrat fluorogénique, en utilisant un spectrophotomètre (Fluoroscan Ascent 

photon counter) équipé d'un agitateur de plaque. L�excitation se fait à 320 nm et l�émission à 

405 nm. Les valeurs de Ki sont déterminées par la méthode proposée par Horovitz et Levitzki 

(Horovitz et Levitzki, 1987). 

 

Le criblage des venins sur les MMPs est réalisé selon le même protocole que celui décrit ci-

dessus. La cible d�intérêt utilisée lors de ces tests de criblage est la MMP-12h. Les tests 

d�inhibition sont réalisés dans un volume final de 100 µl contenant 90 µl de tampon d�activité 

des enzymes (50 mM  Tris-HCl pH 6,8, 10 mM CaCl2), 10 µl de fraction de venin et la MMP-

12h à une concentration nanomolaire. Pour chaque fraction testée, les essais sont réalisés en 

double. Après incubation de la fraction de venin en présence de l'enzyme, le substrat 

fluorogénique McaMat est ajouté et l'inhibition est déterminée par mesure de l'augmentation du 

signal de fluorescence résultant de la dégradation du substrat.   

 

IX. Détermination de la structure du complexe mini-protéine/MMP par cristallographie 

aux rayons X 

IX.1 Cristallogenèse 

La solution protéique pour la cristallisation a été préparée à partir du domaine 

catalytique de la MMP-12 humaine mutant F67D (résidus 106�263) à 643 µM et de l'acide 

acétohydroxamique AHA (p-aminobenzoyl-Gly-Pro-D-Leu-D-Ala-hydroxamate) à 1 mM, 

ajouté afin d'éviter l'auto-dégradation de la protéinase pendant la cristallisation, dans un tampon 

de précipitant (0,1 M glycine pH 8,5 et 27% polyéthylène glycol 10,000). La technique utilisée 

pour la cristallogenèse est celle de la goutte assise en diffusion de vapeur. Dans cette technique 

de cristallisation, une goutte contenant 1 µl de solution protéique mère de MMP-12h F67D et 

de l'inhibiteur AHA et 1µl de tampon de précipitant est déposée au milieu d'une surface 

concave entourée d'un puits contenant 500 µl de la solution du précipitant à une concentration 



METHODES 

 

 166 

deux fois supérieure à celle de la goutte. Par la suite, le système est scellé avec des lamelles et 

de la graisse de silicone pour assurer l'étanchéité. Une diffusion de vapeur d'eau ou de solutions 

volatiles va s'établir et amener lentement à l'équilibre les concentrations en agent précipitant 

entre la goutte et le réservoir. Ainsi l'état de saturation nécessaire au phénomène de 

cristallisation peut il être atteint. La cristallisation est réalisée à 20 °C pendant 1 à 4 jours 

d'incubation.  

Par la suite, les cristaux sont transférés dans une solution de cryogène (90 mM Tris-HCl pH 8, 

27% PEG 8,000, 15% monométhyl éther-PEG 550, 10% glycérol) pendant 5 min pour enlever 

le AHA, puis trempés pendant 5 min dans un bain contenant 10 µl de la solution de cryogène et 

1 µl de solution de mini-protéine (1edpA (1-18) S2[[ et 1edpA (1-18)) à 5 mM dans une 

solution à 48,8 mM Imidazole. Pour la collecte des données, les cristaux sont congelés dans 

l'azote liquide.  

 

IX.2 Collecte des données et détermination de la structure tridimensionnelle 

Les données sur les complexes MMP-12/inhibiteur ont été collectées à l'ESRF 

(European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble, France) sur la ligne ID14-2 à 100 K. Les 

cristaux ont diffracté à une résolution élevée de 2,2 Å. Les données ont été traitées par le 

programme MOSFLM (Leslie, 2006). Les cristaux appartiennent au groupe d�espace tétragonal 

P21212 avec une molécule dans l�unité asymétrique. L�affinement de la structure, traitée en tant 

que corps rigide, a été réalisé par le programme REFMAC (Murshudov et al., 1997) en utilisant 

comme modèle de départ la structure PDB 3LIR (Devel et al., 2010). Le programme CCP4 

(Bailey, 1994) a été utilisé pour la détermination des facteurs de structure et la manipulation des 

coordonnées. L�ajustement final et l�analyse stéréochimique du modèle affiné ont été réalisés à 

l�aide du programme COOT (Emsley et al., 2010). Les figures ont été réalisées avec le logiciel 

PyMOL (DeLano, 2002; Schrödinger). 
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Un criblage expérimental du venin du mamba noir Dendroaspis polylepis a été réalisé 

afin de rechercher dans ce venin des protéines possédant naturellement la capacité d�inhiber les 

MMPs. Pour ce faire, nous avons choisi une stratégie de fractionnement bi-dimensionnelle 

adaptée au grand nombre de protéines généralement présentes dans les venins (jusqu�à un 

millier). Cette approche a été appliquée à une quantité importante de venin brut afin de pouvoir 

identifier les toxines actives présentes en faible proportion. Un gramme du venin du serpent 

Dendroaspis polylepis a donc été soumis à un premier fractionnement par chromatographie 

d'échange d'ions permettant de séparer les toxines en fonction de leur charge. Les fractions 

mères ainsi obtenues ont été fractionnées par chromatographie en phase inverse (HPLC) afin de 

séparer les toxines selon leur hydrophobie. Enfin, un criblage des différentes fractions obtenues 

a été réalisé sur les cibles d'intérêt, les MMPs, grâce à des tests enzymatiques réalisés en 

parallèle sur des plaques de 96 puits. 

 

I.1 Fractionnement du venin de serpent Dendroaspis polylepis par système bi-

dimensionnel 

 Un gramme du venin du serpent Dendroaspis polylepis a été soumis à un premier 

fractionnement par chromatographie d'échange d'ions permettant de séparer les toxines 

contenues dans le venin en fonction de leur charge, selon le protocole décrit dans la partie 

Méthodes. La DO à 280 nm des différentes fractions obtenues est mesurée après dilution des 

fractions, donnant le chromatogramme représenté sur la figure I.1. Les fractions formant un pic 

bien défini sont regroupées, donnant lieu au final à 12 fractions mères : Dp1A (fraction issue du 

lavage de la colonne après chargement avec l�échantillon) à Dp1L.  
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Figure I.1 : Fractionnement du venin de serpent Dendroaspis polylepis par chromatographie d�échange d�ions. Le 

chromatogramme montre la D0 à 280 nm des 124 fractions obtenues (courbe en losanges bleus) ainsi que le gradient non 
linéaire de tampon B utilisé (tracé rouge). Les doubles flèches rouges délimitent les fractions qui ont été regroupées. 

 

Par la suite, les 12 fractions mères ainsi obtenues ont été soumises à une deuxième purification 

par chromatographie en phase inverse (RP-HPLC) afin de séparer les toxines selon leur 

hydrophobie. Un exemple de purification par RP-HPLC de la fraction mère Dp1D est reporté 

sur la figure I.2. La fraction Dp1D a été reprise dans 4 ml d�eau milliQ ; le dosage UV à 280 

nm a permis de déterminer la quantité totale de protéines présentes dans cette fraction à 138 

mg. Un volume de 1 ml de cette fraction a été injecté sur une colonne préparative et la 

séparation a été réalisée à un débit de 8 ml/min. La purification de cette fraction mère par RP-

HPLC a permis d�obtenir 10 fractions filles : Dp1D1 à Dp1D10.  
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Figure I.2 : Purification par RP-HPLC de la fraction mère Dp1D issue du fractionnement par chromatographie d�échange 

d�ions. Le tracé bleu représente le suivi de la DO à 280 nm. Les chiffres en bleu au dessus des pics correspondent aux temps de 
rétention. Le tracé rouge correspond au gradient non linéaire en solvant B utilisé pour la purification. 

 

I.2 Criblage des venins de serpents sur les MMPs  

Les fractions mères du venin de Dendroaspis polylepis obtenues par chromatographie 

d'échange d'ions (12 fractions au total : Dp1A à Dp1L) ont été soumises à un criblage sur la 

cible d'intérêt, la MMP-12h, selon le protocole décrit dans la partie Méthodes. 

Deux fractions mères parmi celles testées ont montré une activité significative sur la MMP-12 : 

Dp1A et Dp1D. Afin de vérifier que les résultats obtenus ne sont pas dus à des faux positifs, les 

tests ont été refaits en utilisant deux volumes différents des fractions mères positives : 10 µl et 

20 µl. Les résultats ont permis de confirmer que les fractions mères Dp1A et Dp1D inhibent la 

MMP-12 étant donné que le signal de fluorescence obtenu augmente lorsque le volume de la 

fraction testée augmente. 

Le deuxième fractionnement par RP-HPLC des fractions mères Dp1A et Dp1D a donné lieu à 

11 et 10 fractions filles respectivement. Ces fractions filles ont donc été testées sur la MMP-12 

afin de confirmer la présence d'activité inhibitrice de MMPs. Cependant, les résultats obtenus 

ont montré qu�aucune activité significative n�a été détectée dans ces fractions.  
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CHAPITRE I : Système de référence : TIMP/MMP 

 

L�approche de conception in silico décrite au cours de ce travail a été appliquée au 

développement de nouveaux ligands protéiques destinés à inhiber les membres de la famille des 

MMPs. Le système de référence utilisé dans cette étude est un complexe formé par une MMP 

avec son inhibiteur protéique naturel le TIMP. Dans cette partie, une analyse détaillée du 

complexe TIMP-2/MMP-14 choisi comme référence a été réalisée afin d�identifier le motif 

fonctionnel du TIMP essentiel dans l�inhibition de la MMP, les caractéristiques générales de 

l�interface des deux partenaires ainsi que les interactions intermoléculaires établies au niveau 

de cette interface.      

 

I.1 Données structurales et fonctionnelles sur les complexes TIMP/MMP 

Plusieurs structures tridimensionnelles de complexes TIMP/MMP ont été résolues et 

leurs coordonnées cartésiennes sont accessibles dans la PDB (Tableau I.1). Ces structures 

concernent les TIMP-1 et -2 avec différentes MMPs, tandis que la structure cristallographique 

du N-TIMP-3 a été résolue en complexe avec l�enzyme TACE (Tumor Necrosis factor-"-

Converting Enzyme ; ADAM-17). En revanche, aucune structure 3D n�a été décrite pour le 

TIMP-4.  
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Tableau I.1 : Données structurales sur les complexes TIMP/MMP déposés dans la PDB.        

 

Complexe 

TIMP/MMP 

Code PDB Méthode Taille de 

l�interface (Å2) 

Référence 

N-TIMP-1/MMP-1 2J0T Rayon X 

(Résolution 2,54 Å) 

1770  Iyer et al., 2007 

TIMP-1/MMP-3 1UEA Rayon X 

(Résolution 2,80 Å) 

2910 Gomis-Rüth et al., 
1997 

N-TIMP-1/MMP-3 1OO9 RMN  Arumugam et Van 
Doren, 2003 

TIMP-1/MMP-10 3V96 Rayon X 

(Résolution 1,90 Å) 

3160 Batra et al., 2012 

TIMP-1/MT1-MMP 3MA2 Rayon X  

(Résolution 2,05 Å) 

1600 Grossman et al., 
2010 

TIMP-2/Pro-MMP-2 1GXD Rayon X  

(Résolution 3,10 Å) 

2490 Morgunova et al., 
2002 

TIMP-2/MMP-13 2E2D Rayon X  

(Résolution 2 Å) 

2640 Maskos et al., 2007 

TIMP-2/MT1-MMP 1BQQ/ 

1BUV 

Rayon X  

(Résolution 2,75 Å) 

2940 Fernandez-Catalan 
et al., 1998 

 

L�interaction des TIMPs avec le site catalytique des MMPs se fait essentiellement par le biais 

d�un motif constitué de 4 résidus présents au niveau de l�extrémité N-terminale de la protéine. 

Dans ce motif, deux résidus cystéine en position 1 et 3 sont strictement conservés parmi les 

TIMPs et sont engagés dans deux ponts disulfures. Les deux autres résidus du motif varient en 

fonction des TIMPs, comme indiqué dans le tableau I.2. Parmi les différents TIMPs chez 

l�homme, le résidu en position 2 peut donc être une sérine ou une thréonine et le résidu 4 peut 

être une sérine, une valine ou une alanine.  
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Tableau I.2 : Les motifs N-terminaux des 4 TIMPs humains. 
 

TIMP Motif fonctionnel de liaison 

TIMP-1 C1-T2-C3-V4 

TIMP-2 C1-S2-C3-S4 

TIMP-3 C1-T2-C3-S4 

TIMP-4 C1-S2-C3-A4 

 

I.2 Analyse de l�interface du complexe TIMP-2/MMP-14 (1bqq)  

Le complexe TIMP-2/MMP-14 a été choisi dans ce projet comme complexe de 

référence. Il correspond à la structure entière du TIMP-2 liée au domaine catalytique de la 

MMP-14 (MMP-14dc) (Figure I.1).  

 

 
Figure I.1 : Structure tridimensionnelle du complexe TIMP-2/MMP-14 (code PDB 1bqq). Le domaine catalytique de la MMP-

14 (gris) ainsi que la forme entière du TIMP-2 (vert) sont représentés en mode cartoon, le motif de liaison du TIMP-2 est 
représenté en bâtons et le zinc catalytique de la MMP-14 est représenté en sphère orange.    

 

Une analyse de l�interface de ce complexe a été réalisée afin de déterminer les propriétés 

structurales, chimiques et électrostatiques de l�interface et d�identifier les interactions établies 

entre ce TIMP et la MMP.   

 

Pour ce faire, la structure cristallographique du complexe TIMP-2/MMP-14 a d�abord été 
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soumise à une procédure de relaxation sous contrainte positionnelle par dynamique moléculaire 

grâce au logiciel CHARMM à l�aide du protocole décrit dans la section Méthodes. Au cours de 

ces calculs, le groupement N-terminal du TIMP-2 a été défini sous forme neutre NH2 et non 

sous forme protonée standard (Voir Méthode). Ce protocole conduit à une très bonne 

préservation de la structure 3D des deux partenaires. En effet, la structure finale issue de ce 

protocole se caractérise par un écart moyen (RMSD) sur les positions des atomes C" de 0,64 Å 

pour le TIMP-2 et de 0,10 Å pour les atomes Ca de la MMP-14 par rapport à la structure 

expérimentale après superposition. 

 

Cette structure a été utilisée pour analyser l�interface entre les deux partenaires naturels TIMP-

2/MMP-14. Cette analyse est fondée sur des critères couramment utilisés dans la littérature 

(voir Bibliographie Chapitre II.) relatifs aux propriétés globales des interfaces protéine-protéine 

telles que la taille, la géométrie et la composition chimique. L�analyse concerne également les 

interactions intermoléculaires dans le complexe regroupant les liaisons hydrogène, les ponts 

salins, les interactions cation- - et les interactions -- -.   

 

I.2.1 Propriétés globales de l�interface  

 I.2.1.1 Variation de surface accessible au solvant/Taille de l�interface 

Comme nous l�avons vu dans la partie B, Chapitre II de la bibliographie, il existe dans 

la littérature deux définitions de l�interface protéine-protéine. Certains travaux reportent la 

variation totale de surface accessible au solvant. Celle-ci est calculée comme la différence entre 

la surface accessible au solvant du complexe et la somme des surfaces accessibles au solvant 

des deux partenaires isolés. Toutefois, certaines études utilisent la définition relative à un seul 

des partenaires, c�est à dire la variation de surface accessible au solvant d�un des partenaires 

consécutif à son association. 

L�analyse de la structure du complexe TIMP-2/MMP-14 montre que la variation totale de 

surface accessible au solvant consécutive à la liaison des deux partenaires est de 3190 Å2. Sur 

une surface totale de 9976 Å2, le TIMP-2 possède une interface avec la cible de 1643 Å2, ce qui 

représente 51,5% de la variation totale de surface accessible au solvant consécutive à la liaison. 

De même, le domaine catalytique de la MMP-14 possède une interface de 1546 Å2, ce qui 

correspond à 48,5% de la variation totale de surface accessible au solvant consécutive à la 
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l�association des deux partenaires. Une telle différence, observée dans certains complexes 

protéine-protéine naturels est liée à la concavité de l�interface et à la méthode de calcul de 

celle-ci. Les deux partenaires contribuent cependant de manière presque égale à la variation 

totale de surface accessible au solvant consécutive à leur association.  

 

I.2.1.2 Compacité de l�interface  

Le volume vide présent au niveau de l�interface entre le ligand et la cible renseigne sur 

la compacité de l�interface et la complémentarité entre les deux surfaces. Plus ce volume est 

petit, plus l�interface est compacte, ce qui a pour conséquence une meilleure complémentarité 

et une distance réduite entre les surfaces, favorisant ainsi les interactions entre les deux 

partenaires. Dans le cas du complexe entre le TIMP-2 et la MMP-14, le volume vide entre les 

protéines est de 3207 Å3. L�indice de volume vide ou « Gap Index » est calculé à partir du 

volume vide entre les molécules, selon la formule suivante : Gap index (Å) = volume vide entre 

molécules (Å3) / aire de l�interface (Å2). Le « Gap Index » calculé pour le ligand est de 1,95 Å, 

et celui calculé pour la cible est de 2,07 Å. Cette valeur est plus faible que la moyenne 

correspondante reportée dans la littérature pour les complexes enzymes-inhibiteurs (2,20 Å ; 

Jones et Thornton, 1996), indiquant que les surfaces entre le TIMP-2 et la MMP-14 sont très 

complémentaires. On peut noter de ce point de vue que dans la structure cristallographique du 

complexe TIMP-2/MMP-14 (1bqq), il existe très peu de molécules d�eau interfaciales.  

 

 I.2.1.3 Composition de l�interface  

Sur un total de 184 résidus, 36 résidus du ligand naturel TIMP-2 font partie de 

l�interface avec la MMP-14. Ces résidus sont en majorité apolaires (23 résidus) dont 3 résidus 

aromatiques. Parmi les 13 résidus polaires, 7 sont des résidus polaires chargés et 6 sont des 

résidus polaires neutres. Ces valeurs sont en accord avec les valeurs rapportées dans la 

littérature concernant la composition des interfaces dans les complexes hétéro-

dimériques décrites comme étant non polaires à 56-57%, avec en particulier des interfaces plus 

hydrophobes dans les complexes protéase-inhibiteur constituées de 61% de résidus non 

polaires. Les acides aminés les plus représentés au niveau de l�interface du TIMP-2 sont 

l�alanine (5), la cystéine (4), l�isoleucine (4) et la lysine (3), tandis que les acides aminés 
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phenylalanine, leucine et glutamine sont absents de l�interface.  

 

I.2.2 Interactions intermoléculaires   

Quatre types d�interactions intermoléculaires sont recherchés au niveau de l�interface du 

complexe de référence : les liaisons hydrogène, les ponts salins, les interactions cation-- et les 

interactions ---. 

 

 I.2.2.1 Liaisons hydrogène 

Pour une distance seuil fixée à 3,9 Å entre l�accepteur et le donneur d�hydrogène, 17 

liaisons hydrogène (HB) ont pu être identifiées dans le complexe TIMP-2/MMP-14. Ce nombre 

correspond à la moyenne de liaisons hydrogène observée dans les données de la littérature (Xu 

et al., 1997 ; Janin et Chothia, 1990). Le nombre de liaison hydrogène rapporté à la variation 

totale de surface accessible au solvant consécutive à la liaison est cependant faible, avec 0,53 

HB/100 Å2, du fait de la taille importante de l�interface. En considérant l�interface du TIMP-2, 

la densité superficielle de liaison hydrogène (nb de HB/100 Å2) est de 1,03 HB/100 Å2. 

L�analyse détaillée des liaisons hydrogène intermoléculaires est reportée dans le tableau I.3.  
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Tableau I.3 : Liaisons hydrogène (HB) établies entre le TIMP-2 et la MMP-14 dans la structure du complexe issu du 15ème 
cycle de relaxation. Les donneurs (D) et les accepteurs (A) sont identifiés par le nom du résidu, la position du résidu dans la 
protéine et l�atome impliqué dans la liaison. La géométrie de la liaison est déterminée par la distance Donneur-Accepteur (D-
A),  la distance proton H-Accepteur (H-A) ainsi que l�angle formé par Donneur-proton H-Accepteur (DHA).       
 

HB id TIMP-2 MMP-14 d D-A (Å) d H-A (Å) Angle DHA (°) 

1 D: CYS 1 N A: ALA 200 O 2,81 1,83 162,6 

2 D: SER 2 N A: ALA 200 O 3,71 2,9 138,9 

3 D: SER 2 OG A: GLU 240 OE1 2,63 1,64 172,5 

4 A: SER 2 O D: LEU 199 N 2,98 2 167,1 

5 D: CYS 3 N A: PRO 259 O 2,83 2 138,9 

6 A: CYS 3 O D: TYR 261 N 3,06 2,09 163,1 

7 D: SER 4 N A: GLY 197 O 2,82 1,88 153 

8 D: TYR 36 OH A: ASP 212 OD2 2,62 1,73 149,4 

9 A: GLY 37 O D: ASN 208 ND2 2,89 2,07 136,6 

10 A: LYS 41 O D: SER 189 OG 2,67 1,7 175,6 

11 D: ARG 42 NH1 A: SER 189 O 2,94 1,96 161,1 

12 A: ALA 70 O D: ALA 202 N 3,57 2,57 169,3 

13 A: VAL 71 O D: THR 190 OG1 2,8 1,89 154,1 

14 D: ARG 132 NH1 A: LEU 228 O 2,75 1,74 167,5 

15 D: ARG 132 NH1 A: ASN 229 O 2,73 1,89 138,6 

16 D: TRP 151 NE1 A: TYR 261 O 3,1 2,16 159,2 

17 D: LYS 155 NZ A: GLN 262 OE1 2,7 1,66 167,9 

 

 
 

Sur les 17 liaisons hydrogène, 7 liaisons impliquent des atomes de la chaine principale du 

TIMP-2 dont 4 donneurs N et 3 accepteurs O. Parmi ces 7 liaisons, 6 impliquent les 4 résidus 

en position N-terminale du TIMP-2. Pour l�ensemble des interactions, les distances DA sont 

comprises entre 2,62 et 3,71 Å et les angles formés par les vecteurs DH et HA sont compris 

entre 138 et 175°.   

 

 I.2.2.2 Autres types d�interactions 

Les ponts salins sont peu fréquents dans les interfaces des complexes hétéro-dimériques 

(Xu et al., 1997). L�interface du complexe de référence ne déroge pas à cette observation 

puisqu�aucun pont salin n�est observé à l�interface des deux partenaires. De même, aucune 
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interaction cation-- et --- n�est observée entre le TIMP-2 et le domaine catalytique de la 

MMP-14 dans le complexe examiné. 

 

I.2.2.3 Localisation des interactions  

Les interactions intermoléculaires (liaisons hydrogène) identifiées sur le complexe 

TIMP-2/MMP-14 issu du 15ème cycle de relaxation sont visualisées grâce au logiciel PyMol 

(Figure I.2). Le domaine catalytique de la MMP-14 est représenté en mode surface (cyan) et les 

résidus impliqués dans des interactions intermoléculaires sont indiqués en rouge. Cette figure 

montre que les interactions ont essentiellement lieu au niveau de deux zones : le sillon du site 

catalytique et une zone latérale située au niveau des boucles II-III et IV-V. Les points de 

contacts forment des zones discontinues, mais sont néanmoins tous localisés de part et d�autre 

d�une ligne horizontale située au niveau du sillon catalytique et séparant le sous-domaine 

supérieur du sous-domaine inférieur. De la même manière, les résidus du TIMP-2 (mode 

surface en vert) impliqués dans les différentes interactions sont regroupés en trois zones 

distinctes : une zone formée par l�extrémité N-terminale (résidus 1 à 4), une zone formée par la 

boucle AB du TIMP-2 (résidus 36, 37, 41 et 42) et une zone située dans le domaine C-terminal 

de la molécule (résidus 132, 151, 155). 

 

 
Figure I.2 : Interactions intermoléculaires entre la MMP-14dc et le TIMP-2. Les protéines sont représentées en mode surface 
(MMP-14 en cyan et TIMP-2 en vert) et les résidus établissant des interactions intermoléculaires de type liaisons hydrogène 

sont coloriés en rouge. 

 

Parmi les trois régions identifiées, le motif fonctionnel du TIMP-2 constitué des 4 résidus N-
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terminaux présente la plus forte densité de liaisons hydrogène (7 interactions sur 17). Le détail 

de ces interactions reporté dans le tableau I.3 est illustré sur la figure I.3. Toutes les interactions 

établies au niveau du motif se font par le biais de la chaine principale.     

 

 
Figure I.3 : Interactions intermoléculaires établies au niveau du motif fonctionnel du TIMP-2. Le TIMP-2 (vert) et la MMP-14 
(cyan) sont représentés en mode cartoon, les résidus du ligand et de la cible impliqués dans des interactions intermoléculaires 

sont représentés en mode bâtons et l�atome de zinc catalytique en mode sphère coloriée en orange. Les distances 
intermoléculaires sont représentées en pointillés noirs. 

 

I.2.3. Propriétés électrostatiques  

Les potentiels électrostatiques du domaine catalytique de la MMP-14 et de son 

inhibiteur TIMP-2 à l�état libre ont été calculés à l�aide de l�équation de Poisson Boltzmann. La 

valeur de ce potentiel à la surface de chaque partenaire est représentée sur la Figure I.4. Le 

potentiel électrostatique dans le sillon de la MMP-14 est faible à l�exception de la région des 

sous-sites S1� à S4� qui montre un potentiel de surface négatif. Concernant le TIMP-2, ces 

calculs montrent que le potentiel électrostatique de surface du TIMP-2 de la région de la boucle 

AB est proche de 0. Dans la région du domaine C-terminal du TIMP-2 impliquée dans 

l�interaction avec la cible, le potentiel électrostatique est nettement positif. On peut noter que 

cette région interagit avec la région du domaine catalytique de la MMP-14 qui possède le 

potentiel de surface le plus négatif, illustrant la complémentarité électrostatique des deux 

partenaires dans ces régions. Enfin, dans la région correspondant aux résidus 1-4 du TIMP-2 le 
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potentiel de surface apparait négatif mais d�intensité faible. Ces observations suggèrent que les 

liaisons hydrogène identifiées dans la région 1-4 pourraient constituer la contribution 

essentielle à la liaison des résidus du motif 1-4 à la cible. 

 

 
Figure I.4: Potentiels électrostatiques des partenaires MMP-14dc et TIMP-2 calculés à l�aide de l�équation de Poisson 

Boltzman. Les protéines sont représentées en mode surface. Les valeurs du potentiel électrostatique sont indiquées à l�aide d�un 
code de couleur. Bleu : E_elec = +3 kBT/e ; Rouge : E_elec = -3 kBT/e. 

 

I.3 Conclusion  

L�analyse de la structure du complexe TIMP-2/MMP-14 a montré que l�inhibiteur 

protéique naturel interagit avec sa cible via trois sites principaux établissant des liaisons 

hydrogène intermoléculaires. Parmi ces sites, le motif constitué des 4 résidus N-terminaux 

Cys1-Ser2-Cys3-Ser4 (en fonction des TIMPs,  le résidu 2 = Ser/Thr  et le résidu 4 = 

Ser/Val/Ala) de l�inhibiteur établit des liaisons hydrogène qui impliquent très majoritairement 

des groupements présents sur la chaine principale de l�inhibiteur. De plus, ces groupements se 

trouvent principalement en interaction avec des groupements localisés sur la chaine principale 

de la cible. Les TIMPs possèdent d�autres caractéristiques faisant du segment 1-4 un motif 

d�intérêt à greffer pour la conception de ligands protéiques artificiels. Leur résidu N-terminal 

est engagé dans plusieurs interactions au c�ur du site catalytique. Dans les TIMPs, la présence 

des ponts disulfure impliquant les résidus 1 et 3 confère un cadre structural rigide favorisant la 

stabilité des interactions engagées dans le site actif des MMPs par le segment 1-4. Par ailleurs, 

les données structurales disponibles décrivant l�interaction de TIMPs avec des domaines 

catalytiques de MMPs et la très grande conservation structurale de ces domaines au sein de la 
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famille suggèrent que le mode d�interaction adopté par le motif 1-4 du TIMP-2 en complexe 

avec la MMP-14 n�est pas restreint à ces deux partenaires. Nous avons donc sélectionné ce 

motif pour la conception de ligands protéiques de première génération capables d�interagir avec 

les domaines catalytiques de MMPs. Les données structurales utilisées pour définir la topologie 

de ce motif sont celles issues du complexe TIMP-2/MMP-14 (1bqq). Au cours de ce travail, 

cette structure est considérée comme le prototype de l�interaction TIMP/MMP pour ce qui 

concerne le positionnement du segment 1-4 du TIMP dans le domaine catalytique des MMPs. 
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CHAPITRE II : Recherche de plates-formes protéiques par STAMPS 

 

Le programme STAMPS a été utilisé pour cribler la totalité des structures déposées dans 

la version complète de la PDB afin de rechercher des plates-formes protéiques capables de 

reproduire la topologie fonctionnelle du segment 1-4 du TIMP-2. A cette fin, STAMPS 

recherche des groupes de 4 résidus possédant une topologie similaire à celle adoptée par le 

motif 1-4 du TIMP-2 dans le complexe TIMP-2/MMP-14 (1bqq). Les plates-formes identifiées 

sont ensuite soumises à une série de critères de validation/sélection. 

 

II.1 Critères de recherche in silico du programme STAMPS 

 

- Emplacement du motif : le motif de liaison mime doit être présent à l�extrémité N-terminale 

de la protéine, parmi les 5 résidus N-terminaux. Ceci autorise, par exemple, l�identification 

d�un motif équivalent au motif 1-4 du TIMP qui se situerait en position 2-5 de la plate-forme. 

Si une telle plate-forme était identifiée, elle serait produite en supprimant le résidu en position 1 

laissant le résidu 2 en position N-terminale du candidat ligand.  

 

-  Composition du motif : le motif mime doit contenir 4 résidus avec au moins un résidu Cys 

en position 1 et/ou 3. Deux raisons ont conduit à ce choix : d�une part, des recherches 

préliminaires à l�aide de STAMPS ont été réalisées en n�excluant aucun des types de résidus en 

position équivalente à celle des 4 résidus composant le motif 1-4 du TIMP-2. Ces recherches 

ont conduit à l�identification d�un très grand nombre de plates-formes, dont le post-traitement 

n�est pas possible.  Pour restreindre ce nombre, nous avons imposé la nature du résidu 

équivalent au résidu 1 (Cys) et/ou la nature du résidu équivalent au résidu 3 (Cys). Par ailleurs, 

les cystéines engagées dans un pont disulfure constituent un élément de rigidification de 

structure pouvant stabiliser les interactions avec le partenaire. Ceci a pu être réalisé en 

procédant à trois recherches distinctes avec STAMPS : une recherche en imposant la présence 

de deux cystéines dans le motif, en position 1 et 3 ( , une recherche en 

imposant uniquement la présence de la cystéine en position 1 ( ) et une 

recherche en imposant uniquement la présence de la cystéine en position 3 

( ) ; X étant un résidu quelconque. 
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- Topologie du motif : le motif mime doit posséder une topologie identique au motif de 

référence afin de reproduire les interactions intermoléculaires décrites dans le complexe de 

référence, et ce indépendamment de la nature des résidus du motif mime. La recherche 

topologique est basée sur la comparaison entre les atomes C" et C! du motif de référence et 

ceux du motif mime, grâce à l�utilisation des critères définis dans la section Méthodes : 

RMSDmax (1,25 Å), "dmax (1,85 Å), #max (130°) et "#max (90°). 

 

- Filtre stérique : les protéines sélectionnées doivent être stériquement compatibles avec la 

cible. Les résidus de la plate-forme mime situés au niveau de l�interface doivent se trouver à 

une certaine distance des résidus de la cible afin d�éviter une gêne ou un recouvrement stérique. 

La sélection des plates-formes se fait grâce à un score d�encombrement 

stérique intermoléculaire Steric-inter (2,5) ainsi qu�un score d�encombrement 

stérique intramoléculaire Steric-intra (1) (voir Méthodes). 

 

- Taille des protéines : l�objectif de ce travail est la conception de protéines ligands de faible 

poids moléculaire ou mini-protéines. Une taille minimum a également été définie pour éviter la 

sélection de peptides faiblement structurés. Les protéines sélectionnées doivent avoir une taille 

comprise entre 15 et 60 acides aminés.  

 

II.2 Identification et sélection des plates-formes   

 

- Identification des plates-formes par STAMPS  

Les deux recherches distinctes menées à l�aide de STAMPS (  et 

) ont permis d�identifier 219 plates-formes protéiques satisfaisant les 

contraintes structurales et les valeurs seuil des paramètres définis ci-dessus. Toutefois, dans ces 

deux groupes, il existe certaines redondances. Le principe de cette recherche entraine que les 

plates-formes possédant naturellement deux cystéines en positions équivalentes aux résidus 1 et 

3 du motif (  sont identifiées dans les deux recherches. Elles sont au 

nombre de 5. Si l�on retranche aux groupes 2 et 3 les protéines possédant deux cystéines en 

positions équivalentes aux résidus 1 et 3 du motif, le groupe  (pas de résidu 
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Cys en position 3) contient 193 solutions et le groupe  (pas de résidu Cys 

en position 1) contient 16 solutions. La présence simultanée des deux résidus Cys dans le motif 

est donc un critère très restrictif.  

 

Type de motif     

Solutions identifiées 5 16 193 

 

 

Les valeurs des paramètres correspondant aux critères utilisés pour sélectionner ces plates-

formes, qui sont retournées pour chacune d�entre elles, permettent de caractériser l�écart 

géométrique entre le motif identifié et le motif 1-4 du TIMP-2. Toutefois, certaines 

caractéristiques des plates-formes, importantes pour le greffage, sont difficiles à apprécier au 

vu de ces seuls paramètres. L�analyse graphique des structures tridimensionnelles peut être utile 

et permettre d�éliminer certaines plates-formes retenues à l�issue de la première étape.  

 

- Sélection graphique des plates-formes   

- Redondance des solutions : la recherche effectuée par le programme STAMPS permet de 

cribler l�ensemble des structures contenues dans la PDB entière, soit plus de 82000 structures 

(version 07/2012). Cette base de données contient des redondances correspondant soit à des 

fichiers PDB contenant plusieurs structures identiques d�une même protéine (rayon-X), soit à 

plusieurs structures (conformères) d�une même protéine résultant du processus de 

reconstruction des structures à partir de données de résonance magnétique nucléaire (RMN). 

Dans ce dernier cas, STAMPS élimine toutes les solutions redondantes et une seule structure 

par fichier PDB est conservée, correspondant à la structure dont le RMSD sur les coordonnées 

des atomes du motif est le plus bas. Cette redondance n�apparaît pas dans les fichiers de sortie. 

En revanche la version actuelle de STAMPS (3.1.3) permet d�examiner également 

systématiquement les différentes molécules décrites dans les fichiers de coordonnées 

cartésiennes de structures résolues par diffraction des rayons-X et qui correspondent aux 

différentes molécules présentes dans l�unité asymétrique. Un exemple de ce type de redondance 

est constitué par le fichier PDB 1p0t retrouvé parmi les solutions de la recherche 

 qui contient 60 chaines correspondant à une séquence unique. 
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- Absence de ponts disulfures dans le motif : parmi les résultats obtenus à l�issue des recherches 

 et , la présence d�un ou deux résidu(s) Cys dans le 

motif de la plate-forme engagés dans des ponts disulfure est une condition souhaitable afin de 

mieux préserver la conformation et la stabilité du motif greffé. La version actuelle du 

programme STAMPS (3.1.3) ne permettant pas de réaliser cette sélection de manière 

automatique, les plates-formes contenant des cystéines libres parmi les résidus composant le 

motif équivalents aux résidus 1-4 du TIMP-2 sont éliminées à l�issue d�une analyse graphique.  

 

Cette étude a permis de montrer que, de manière générale, les plates-formes dont le motif 

contient des résidus Cys libres sont des protéines ne possédant aucun pont disulfure. Parmi ces 

protéines, on distingue 3 sous-groupes selon la structuration de la chaine peptidique, illustrés 

dans la figure II.1 : A) les protéines n�ayant aucune structure secondaire régulière ; B) les 

protéines possédant un élément de structure secondaire régulier, principalement une longue 

hélice " ; C) les protéines parfaitement structurées avec plusieurs éléments de structures 

secondaires réguliers. Ces plates-formes protéiques non stabilisées par des ponts disulfures 

peuvent conduire à un contrôle plus réduit de la conformation «fonctionnelle » du motif à 

greffer. Par ailleurs, la présence de cystéines libres peut entrainer des difficultés au cours des 

phases de production et de repliement. Si de telles plates-formes étaient sélectionnées, il serait 

préférable de muter ces résidus cystéines libres. 

 

 
Figure II.1 : Différents degrés de structuration des plates-formes  sans ponts disulfures. Les protéines sont représentées en 

mode cartoon et le motif de liaison en bâtons. A : Protéine sans aucune structure secondaire régulière (2rquB) ; B : Protéine 
avec un élément de structure secondaire régulière de type hélice " (1b9pA) ; C : Protéine avec plusieurs éléments de structures 

secondaires régulières de type hélices " et feuillets ! (2kggA).    
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- Orientation du motif de liaison : ce critère est également déterminant puisque ce motif peut 

être présent à l�extrémité N-terminale mais orienté de manière opposée au motif de référence. 

Dans ce cas, les résidus 1, 2, 3 et 4 du motif de référence sont superposés respectivement aux 

résidus 4, 3, 2 et 1 du motif mime. Par conséquent, le motif mime est présent parmi les 5 

premiers résidus N-terminaux de la plate-forme, sa topologie est correcte, mais le résidu N-

terminal libre est dirigé à l�opposé du zinc catalytique avec lequel il doit interagir (Figure II.2).       

 

 
Figure II.2 : Orientations du motif mime par rapport au motif de référence. Les protéines sont représentées en mode cartoon, et 
le motif de liaison en mode bâtons. A : Ligand de référence TIMP-2 dont l�extrémité N-terminale du motif est orientée vers le 
zinc catalytique (sphère orange). B : Plate-forme mime  (1choI) dont l�extrémité N-terminale du motif est orientée à l�opposé 

du zinc catalytique. 

 

Ces différentes étapes de sélection ont conduit à l�élimination de 161 plates-formes. Les 58 

plates-formes restantes ont été triées selon des critères liés à leur structure 3D et à leur interface 

avec la cible.    

 

Critères de sélection  Nombre de solutions 
éliminées 

Nombre de solutions 
retenues 

Redondance des fichiers PDB 106 113 

Absence de ponts disulfures dans le motif 25 88 

Orientation incorrecte du motif  30 58 

 

 

- Structure 3D des protéines : des protéines différentes ayant des séquences primaires 

différentes peuvent avoir le même type de repliement et de structure secondaire. L�exemple 

type observé dans cette analyse concerne l�endothéline et la sarafotoxine, deux protéines 
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appartenant à la famille des endothélines, dont les séquences sont différentes mais possédant la 

même structure secondaire caractérisée par la présence d�une hélice " située en dessous du brin 

N-terminal et reliée à celui-ci par deux ponts disulfures (Figure II.3). De manière similaire aux 

solutions redondantes, pour chaque type de repliement, la plate-forme dont le motif possède le 

meilleur RMSD sur les positions des atomes du motif à greffer est retenue.    

 

 
Figure II.3 : Repliement identique de deux protéines distinctes. Les protéines sont représentées en mode cartoon et les motifs en 

mode bâtons. A : Endothéline-1 (1v6rA) ; B : Sarafotoxine (1srbA).  
 

 

- Aire de l�interface plateforme/cible trop faible : l�examen graphique des modèles moléculaires 

de complexes plateforme/cible permet de visualiser l�interface formée entre les plates-formes et 

la cible. Certaines plates-formes possèdent une large surface moléculaire mais forment 

cependant une interface trop réduite avec la cible. Ceci peut rendre l�interface ainsi formée 

difficile à exploiter pour les phases ultérieures d�optimisation (Figure II.4). Ces plates-formes 

dont l�aire de l�interface avec la cible est trop réduite sont donc éliminées.  
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Figure II.4 : Interface non optimale entre une plate-forme (1tleA) représentée en mode cartoon (rose) et la cible MMP-14 

(1bqq) représentée en mode surface (gris). 

 

A la suite de la prise en compte de ces différents critères, 10 plates-formes ont été retenues pour 

des investigations in silico permettant de valider leur choix sur la base de critères utilisés pour 

caractériser les interactions dans les complexes protéine-protéine naturels. Nous avons 

déterminé un ensemble de critères topologiques, structuraux et électrostatiques et réalisé une 

analyse détaillée de l�interface de ces plates-formes en interaction avec la cible d�intérêt dans le 

mode de liaison imposé par la reproduction des interactions du motif fonctionnel greffé avec la 

MMP-14.  

 

II.3 Analyse des plates-formes sélectionnées   

 

Les 10 plates-formes sélectionnées grâce au programme STAMPS sont caractérisées par 

des critères topologiques et stériques ainsi que des critères de taille différents, rapportés dans le 

tableau II.1.     
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Tableau II.1 : Ensemble des 10 plates-formes protéiques identifiées in silico par STAMPS et sélectionnées graphiquement par 

PyMol.  

Code 
PDB 

Nom de la protéine Motif  natif RMSD "# Steric 

inter/intra 

Nb de 

résidus 

Nb de  

ponts SS 

2uuyB Tick Derived Tryptase 
Inhibitor (TDPI) 

C24-T25-V26-P27 0,36 9,7 1,05/0,25 52 4 

2f3cI Thrombin Inhibitor 
Infestin 

C6-A7-C8-P9 0,48 16,7 1,18/0,30 46 3 

1cz6A Androctonin S2-V3-C4-R5 0,54 17,8 1,76/0,17 25 2 

1edpA Endothelin 1 C1-S2-C3-S4 0,61 21,4 2,12/0,11 17 2 

2it8A Trypsin Inhibitor II G1-V2-C3-P4 0,71 16,4 1,17/0,30 30 3 

1an1I Leech Derived Tryptase 
Inhibitor (LDTI) 

K2-V3-C4-A5 1,05 47,4 2,27/0,28 40 3 

1lmmA Psalmotoxin 1 E1-D2-C3-I4 1,13 53,5 1,97/0,24 40 3 

1osxA Extracellular domain of 
BlyS Receptor 3 (BR3)  

T17-P18-C19-V20 1,13 51,8 1,21/0,23 26 2 

1scyA Scyllatoxin A1-F2-C3-N4 1,14 48,2 0,49/0,16 31 3 

1rooA SHK toxin R1-S2-C3-I4 1,21 51,9 0,80/0,13 35 3 

 

II.3.1 Origines et fonctions des plates-formes   

Toutes les plates-formes retenues ont des fonctions natives sans relation entre elles et 

proviennent d�organismes différents tels que les arachnides (araignées : 1lmmA, scorpions : 

1scyA et 1cz6A, tiques : 2uuyB), les échinodermes (étoile de mer : 1rooA), les annélides 

(sangsue médicinale : 1an1I), les insectes (triatome : 2f3cI), les plantes (citrouille : 2it8A) ou 

l�homme (1edpA, 1osxA).  

 

Les protéines d�origine humaine identifiées, 1edpA et 1osxA, sont impliquées respectivement 

dans le système vasculaire (vasoconstricteur) et dans le système immunitaire (survie des 

lymphocytes B). Trois toxines sont présentes parmi les plates-formes retenues : la psalmotoxin 

1 (1lmmA), la toxine SHK (1rooA) et la scyllatoxin (1scyA). Ces trois toxines sont des 

bloqueurs spécifiques des canaux Na+ (1lmmA) ou K+ (1rooA et 1scyA). L�androctonin 

(1cz6A) est un peptide antimicrobien de scorpion. Parmi les protéines identifiées, on distingue 
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un groupe de 4 protéines appartenant à la famille des inhibiteurs de protéases à sérine, dont des 

inhibiteurs de trypsine (2it8A), de tryptase (2uuyB et 1an1I) et de thrombine (2f3cI).    

 

Les fonctions natives des plates-formes protéiques identifiées n�ont donc aucun lien entre elles 

et ne correspondent pas à des inhibiteurs naturels de haute affinité connus des MMPs. On peut 

noter que les structures de TIMPs n�ont pas été identifiées au cours de ces recherches car la 

taille maximale des protéines plates-formes était fixée à 60 résidus. Cependant, des recherches 

menées sans limiter la taille maximale des plates-formes ont permis d�identifier toutes les 

structures PDB correspondant à des TIMPs (Résultats non reportés).  

 

II.3.2 Structures secondaires    

Nous avons déterminé les structures secondaires et tertiaires des plates-formes retenues. 

Le type de repliement caractéristique de chaque plate-forme ainsi que la composition des 

plates-formes en éléments de structures secondaires sont détaillés dans le tableau II.2.   
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Tableau II.2 : Structures secondaires des 10 plates-formes protéiques identifiées in silico par STAMPS. 

Code PDB Type de Repliement  Hélice % Feuillet & 

2uuyB Kunitz/BPTI-like 1 hélice " (9% ; 5 résidus) 4 feuillets ! (30% ; 16 résidus) 

2f3cI Kazal  1 hélice " (20% ; 11 résidus) 4 feuillets ! (21% ; 12 résidus) 

1cz6A Antimicrobial !-hairpin x 2 feuillets ! (32% ; 8 résidus) 

1edpA Endothelin like 1 hélice " (14% ; 3 résidus) x 

2it8A Knottins 1 hélice " (10% ; 3 résidus) 3 feuillets ! (13% ; 4 résidus) 

1an1I Kazal 1 hélice " (10% ; 5 résidus) 4 feuillets ! (26% ; 12 résidus) 

1lmmA Knottins x 3 feuillets ! (22% ; 9 résidus) 

1osxA TNFR-like x 3 feuillets ! (14% ; 9 résidus) 

1scyA Knottins 1 hélice " (32% ; 10 résidus) 2 feuillets ! (25% ; 8 résidus) 

1rooA Crisp domain-like 3 hélices " (40% ; 14 résidus) x 

TIMP-2 OB 6 hélices " (13% ; 25 résidus) 17 feuillets ! (26% ; 48 résidus) 

 

 

Les plates-formes protéiques ont des structures tridimensionnelles différentes, avec des tailles 

variant entre 17 et 52 acides aminés et un nombre de ponts disulfures compris entre 1 et 5 par 

protéine. Ainsi, on distingue les plates-formes possédant un seul type d�élément de structure 

secondaire régulier, soit de type hélice " (2 solutions), soit de type feuillet ! (3 solutions), et les 

plates-formes ayant des structures secondaires mixtes d�hélices " / feuillets ! (5 solutions). 

Dans les structures mixtes, on note une prépondérance des feuillets ! avec en moyenne un 

nombre de 3 feuillets et une proportion de 22% par protéine, tandis qu�en moyenne une seule 

hélice " est présente par protéine avec une proportion de 15%.  

 

L�agencement de ces structures secondaires au sein de la structure 3D de la protéine est 

différent d�une plate-forme à une autre créant une grande diversité de repliements (Figure II.5). 

Ces plates-formes diffèrent également des ligands de référence, par la taille, le nombre de ponts 

disulfures, la composition en éléments de structures secondaires et la structure 3D globale. En 

effet, les TIMP-1 et -2, dont les structures 3D existent pour la protéine entière, ont une taille de 

184 acides aminés, 6 ponts disulfures et une structure secondaire composée de 6 hélices " et 12 
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(TIMP-1 dans la structure 1uea) ou 17 (TIMP-2 dans la structure 1bqq) feuillets !.        

 

 
Figure II.5 : Structures 3D des 10 plates-formes  protéiques retenues et du ligand de référence. Les protéines sont représentées 

en mode cartoon, en mauve pour les plates-formes et en vert pour le ligand de référence TIMP-2. Les ponts disulfures sont 
représentés en mode bâtons jaunes et les motifs de liaison sont représentés en mode bâtons de différentes couleurs : rouge pour 

le 1er résidu du motif, vert pour le 2ème, orange pour le 3ème et bleu pour le 4ème. 

 

Ces résultats montrent que le protocole de recherche de plates-formes protéiques utilisant le 

programme STAMPS a permis de sélectionner des protéines de structures tertiaires très 

différentes qui sont néanmoins capables de supporter le motif 1-4 du TIMP-2 et de reproduire 
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sa topologie fonctionnelle. De plus, les premières observations faites à l�issue des différentes 

étapes de sélection suggèrent que, tout en reproduisant la topologie fonctionnelle du motif, ces 

différentes plates-formes sont susceptibles de présenter une complémentarité stérique et une 

taille d�interface comparable à celles observées dans des complexes protéine-protéine naturels. 

Toutefois, le critère utilisé par STAMPS pour caractériser la complémentarité stérique des deux 

partenaires n�est pas suffisamment précis pour permettre une comparaison aux observations 

faites dans des complexes protéine-protéine naturels. Ceci nous a incité à réaliser, pour ces 10 

candidats ligands, des modèles moléculaires des complexes qu�ils sont susceptibles de former 

avec la cible MMP-14 à l�aide de méthodes de simulations utilisant le champ de force 

empirique CHARMM et qui seront présentés au paragraphe II.5. 

 

II.3.3 Les motifs de liaison  

Les motifs de liaison sur les protéines plates-formes identifiées ont une composition très 

différente d�une protéine à une autre, et différente également du motif de référence. En effet, la 

recherche effectuée à l�aide de STAMPS est indépendante de la nature des résidus du motif à 

greffer car elle repose uniquement sur la recherche de concordance topologique entre les 

atomes C" et C! des résidus du motif sur le ligand naturel TIMP-2 et les atomes C" et C! des 

résidus du motif présent dans la protéine plate-forme. Les chaines latérales ne sont donc pas 

prises en compte dans cette recherche. La composition des motifs de liaison est 

particulièrement riche en résidus Val et Pro. Sur un total de 10 plates-formes retenues, 6 

possèdent un résidu Pro et/ou Val dans leur motif mime soit 60% des motifs. De manière plus 

générale, les motifs des 219 plates-formes identifiées par STAMPS ont été étudiés. Après la 

suppression des solutions redondantes, l�analyse des 113 plates-formes restantes a montré que 

32% des plates-formes possèdent un résidu Pro dans leur motif de liaison et 24% des plates-

formes possèdent un résidu Val.      

Par ailleurs, malgré la grande diversité des structures 3D des plates-formes retenues, les motifs 

mimes au sein des plates-formes sont topologiquement similaires au motif présent dans la 

structure du TIMP-2 (Figure II.6), avec en particulier plusieurs plates-formes possédant des 

motifs mimes présentant un RMSD sur les positions des atomes pris en compte après 

superposition avec le motif de référence qui est très bas (compris entre 0,36 et 0,71 pour 

2uuyB, 2f3cI, 1cz6A, 1edpA, 2it8A). Parmi les plates-formes identifiées in silico, on note la 

présence de l�endothelin 1 (1edpA) qui possède naturellement à son extrémité N-terminale la 
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séquence Cys1-Ser2-Cys3-Ser4 identique à celle présente dans le TIMP-2, avec les deux résidus 

Cys1 et Cys3 engagés dans des ponts disulfures.   

 

 
Figure II.6 : Superposition des motifs identifiés dans les différentes plates-formes avec le motif de référence. Les motifs sont 

représentés en mode bâtons, en rose pour le motif mime et en vert pour le motif du TIMP-2. Le code PDB au dessus des motifs 
indique la plate-forme à laquelle appartient le motif représenté en rose. Les valeurs de RMSD indiquées en dessous des motifs 
ont été calculées en superposant les atomes C" et C! des résidus du motif mime natif (avant mutation des résidus) avec ceux 

des résidus du motif de référence. Pour plus de clarté sur la figure, les 4 résidus des motifs mimes ont été mutés en résidus Cys-
Ser-Cys-Ser identiques à ceux du motif de référence. 

 



PARTIE B  

CHAPITRE II : Recherche de plates-formes protéiques par STAMPS  

 197 

II.4 Analyse des potentiels électrostatiques 

Les potentiels électrostatiques des 10 plates-formes retenues ont été calculés à l�aide de 

l�équation de Poisson Boltzmann grâce au programme APBS (Méthodes). Comme nous l�avons 

vu précédemment, le complexe MMP-14/TIMP-2 présente une complémentarité électrostatique 

mise en évidence par l�examen des potentiels électrostatiques de surface des deux partenaires. 

Cette complémentarité électrostatique, impliquée dans la reconnaissance et l�association entre 

les deux partenaires, peut contribuer à l�affinité de liaison. Dans le cadre de cette approche 

mimétique de conception de ligands protéiques, nous avons choisi de rejeter les plates-formes 

qui présenteraient des potentiels électrostatiques significativement différents de celui du ligand 

naturel TIMP-2. Pour cette analyse, nous avons tout d�abord réalisé une analyse graphique des 

potentiels électrostatiques de surface des différents candidats ligands qui ont été comparés à 

celui du TIMP-2. Dans un deuxième temps, nous avons réalisé une comparaison quantitative de 

ces potentiels au voisinage du site d�interaction avec la cible. 

 

II.4.1 Analyse graphique  

La comparaison graphique des potentiels électrostatiques a été réalisée au niveau de la 

région des protéines contenant le site de liaison à la cible (Figure II.7). Pour ce faire, les 

différentes plates-formes ont été superposées au TIMP-2 via leurs motifs de liaison, puis tous 

les ligands ont été maintenus dans la même position et la même orientation les uns par rapport 

aux autres, afin de permettre la comparaison.    
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Figure II.7 : Comparaison des potentiels électrostatiques de surface des 10 plates-formes sélectionnées calculés par le logiciel 

APBS grâce à la résolution de l�équation de Poisson-Boltzmann, et visualisés sur la surface moléculaire des protéines 
accessible au solvant. Les surfaces bleues correspondent à un potentiel électrostatique positif, celles en rouge indiquent un 

potentiel négatif (échelle de potentiel : -2/+2). La région contenant le site de liaison des différents ligands pour les MMPs est 
entourée d�une ellipse noire. Dans ces calculs, les états de protonation des groupements acido-basiques ont été définis à pH 7 

suivant la valeur de leur pK. Le groupement amino-terminal est sous forme NH3
+.  
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L�analyse graphique des potentiels électrostatiques représentés sur la figure II.7 indique que les 

10 plates-formes étudiées possèdent un potentiel électrostatique similaire à celui du TIMP-2 au 

niveau du site de liaison aux MMPs (zone encerclée en noir). Les sites de liaison pour les 

candidats ligands ainsi que pour le TIMP-2 sont caractérisés par un potentiel électrostatique 

positif. Cependant, des variations d�amplitude modérées de l�intensité de ces potentiels sont 

observées selon les ligands. Ainsi, les plates-formes 1edpA et 1osxA sont caractérisées par un 

potentiel électrostatique positif d�intensité plus faible que celui du TIMP-2 au niveau du site de 

liaison, tandis que les plates-formes 1rooA et 1cz6A possèdent des potentiels positifs 

d�intensité plus importante au niveau de ce site. Les régions des candidats-ligands distantes du 

motif de liaison greffé sont caractérisées par des potentiels électrostatiques différents selon les 

plates-formes. Cette observation importante pourrait être exploitée ultérieurement dans la phase 

d�optimisation des ligands protéiques de première génération obtenus à l�issue de la phase de 

conception in silico. 

 

II.4.2 Analyse des indices de similarité de Hodgkin   

La comparaison quantitative des potentiels électrostatiques des différents candidats 

ligands avec celui du ligand protéique naturel, le TIMP-2, a été réalisée grâce au programme 

PIPSA. Ce programme permet de comparer, deux-à-deux, les grilles de potentiels obtenues par 

la résolution de l�équation de Poisson-Boltzmann (Méthodes) avec le programme APBS. En 

particulier, la comparaison des grilles de potentiel électrostatique a été réalisée dans une région 

définie au niveau de la surface moléculaire correspondant au site de liaison avec la cible 

(Méthodes). Un indice de similarité électrostatique de Hodgkin (ESI_part) a été calculé pour 

chaque couple candidat ligand/TIMP-2 afin de comparer le potentiel électrostatique du candidat 

ligand dans la région de liaison à la cible à celui du ligand naturel TIMP-2 (Figure II.8).  
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Figure II.8 : Indices de similarité électrostatique de Hodgkin (ESI) pour les couples candidats ligands /TIMP-2 dans la région 

de liaison à la cible. 

 
 

L�analyse des indices de similarité électrostatique a montré que toutes les plates-formes, à 

l�exception de 1edpA et 2f3cI, possèdent des potentiels dans la région étudiée qui sont très 

similaires à celui du TIMP-2 (ESI_part compris entre 0,864 pour 1rooA et 0,951 pour 1lmmA 

et 2it8A). Les valeurs de ESI_part déterminées pour les candidats ligands 1edpA et 2f3cI sont 

proches de 0 (-0,053 et -0,099 respectivement) signifiant que les potentiels électrostatiques de 

ces deux plates-formes ne présentent pas de corrélation avec celui du TIMP-2. Comme nous 

l�avons montré au Chapitre II, des potentiels électrostatiques faiblement corrélés ou non 

corrélés peuvent être observés lors de la comparaison de ligands protéiques naturels capables 

de cibler un même site de liaison (Magis et al., soumis). Par exemple, la comparaison des 

potentiels électrostatiques de deux ligands naturels de la trypsine porcine : Ecballium elaterium 

trypsin inhibitor II (code PDB du complexe 1h9h) et trypsin-ovomucoid turkey egg white 

inhibitor (code PDB du complexe 1z7k), a conduit à une valeur de ESI_part de -0,01. De la 

même manière, une valeur de ESI_part de -0,30 a été obtenue lors de la comparaison de deux 

autres ligands naturels de la trypsine porcine : human tissue factor pathway inhibitor (code 

PDB 1tfx) et un peptide de 9-mer de la trypsine (code PDB 1uhb). Dans cette même étude, la 

comparaison deux à deux de 8 ligands naturels de la chymotrypsine a permis de démontrer que 

6 paires de ligands sont caractérisées par des ESI_part négatifs compris entre -0,02 et -0,18.  
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Par ailleurs, la similarité de forme entre les différentes plates-formes et le ligand de référence a 

également été analysée. Le programme PIPSA a permis de calculer un indice de similarité de 

forme de Hodgkin (SSI) permettant de comparer les grilles de calcul de deux protéines au 

niveau de leurs régions « skin » en déterminant le nombre de points de ces grilles qui se 

trouvent à l�intersection des régions « skin » des deux protéines (Méthodes).  

 

 
Figure II.9: Indices de similarité de forme de Hodgkin (SSI) pour les couples candidats ligands /TIMP-2 dans la région de 

liaison à la cible. 

 

Cette analyse montre que toutes les plates-formes possèdent une similarité de forme 

satisfaisante avec le TIMP-2 dans la région de liaison avec la cible (Figure II.9). Les valeurs de 

SSI_part varient de 0,560 (1an1I) à 0,762 (2uuyB), avec une moyenne de 0,652.      

A la lumière de ces indices de comparaison, les plates-formes sélectionnées selon les critères 

topologiques, stériques et structuraux précédemment décrits paraissent également capables de 

reproduire les critères électrostatiques et géométriques caractéristiques du ligand de référence. 

L�étude de ces 10 complexes a donc été poursuivie par la réalisation de modèles moléculaires 

des complexes candidats ligands / MMP-14 afin de pouvoir analyser en détails les interactions 

intermoléculaires susceptibles de s�établir entre les deux partenaires et de comparer les 

paramètres caractéristiques des interfaces ainsi formées aux valeurs observées dans des 

complexes protéine-protéine naturels.  
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II.5 Analyse des interfaces plateforme/cible  

De façon similaire au protocole appliqué pour l�analyse de l�interface du complexe de référence 

TIMP-2/MMP-14, les complexes candidat ligand/MMP-14 ont été soumis à une procédure de 

relaxation par dynamique moléculaire et minimisation d�énergie sous contraintes positionnelles 

(Méthodes). Pour ces modèles moléculaires, les structures initiales des complexes candidat 

ligand/MMP-14 sont celles obtenues en sortie de STAMPS. L�utilisation de contraintes 

positionnelles et de contraintes de distances au niveau de la cible et du motif greffé sur le 

candidat ligand permet de préserver la structure 3D de la MMP-14 ainsi que la topologie du 

motif fonctionnel mime. Les distances de référence, imposées entre les 4 résidus du motif mime 

et les résidus de la cible avec lesquels ils vont interagir, sont déterminées à partir du complexe 

TIMP-2/MMP-14 (Structure 1bqq). Par ailleurs, des contraintes de distances intramoléculaires 

entre les Ca du candidat ligand ont été imposées pour préserver la structure 3D initiale du 

candidat ligand tout en autorisant des mouvements d�ensemble de celui-ci par rapport à la cible. 

Cette procédure permet la correction des problèmes stériques éventuels ou des interactions 

électrostatiques défavorables dans le modèle de départ. Elle permet également l�optimisation de 

la taille de l�interface au cours de la phase de relaxation. Pour chaque complexe, la structure 

obtenue à l�issue du dernier cycle de relaxation a été analysée et les caractéristiques des 

l�interfaces du complexe candidat ligand/MMP-14 ont été déterminées. Les principales 

caractéristiques relatives à l�interface du ligand dans sa conformation liée à la cible sont 

résumées dans le tableau II.3.   
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Tableau II.3 : Analyse des interfaces des plates-formes mimes en complexe avec la MMP-14 portant, dans l�ordre, sur le 
nombre de résidus du ligand, la taille de l�interface totale du complexe, la taille de l�interface du ligand avec la MMP, le 
nombre de résidus du ligand situés à l�interface avec la cible, la fraction de l�interface du  ligand correspondant à des groupes 
non-polaires, le nombre de liaisons hydrogène/100 Å2 de surface totale enfouie, le nombre d�interactions cation-- (Nb de CP), 
le nombre de ponts salins (Nb de PS) et le « gap volume index » rapporté à l�aire de l�interface du ligand.   
 

Code PDB Nb  

de résidus 

Interface  

totale (Å2) 

Interface  

ligand (Å2) 

Nb de résidus  

à l'interface  

% Fraction  

Non Polaire 

Nb  de 

HB/100 Å2 

Nb de  

CP 

Nb de  

PS 

GVI  

ligand (Å) 

1edpA 17 1230 664 12 22 0,57 (5) 0 0 1,92 

1an1I 40 2182 1073 20 27 0,59 (13) 1 1 2,15 

1scyA 31 1445 771 15 15 0,73 (11) 0 2 1,91 

2uuyB 52 2029 1047 22 30 0,82 (12) 1 1 1,87 

1lmmA 40 1821 917 19 21 0,82 (15) 0 1 1,61 

1rooA 35 1204 672 12 15 0,49 (6) 1 1 1,67 

2f3cI 46 1514 826 15 8 0,66 (13) 0 0 1,84 

2it8A 30 1370 786 13 18 0,65 (9) 1 0 1,70 

1cz6A 25 1561 891 14 16 0,77 (12) 1 1 1,62 

1osxA 26 1086 592 11 17 0,55 (6) 2 0 1,84 

TIMP-2 184 3190 1643 36 42 1,03 (17) 0 0 1,95 

 

 

L�analyse de ces modèles montre une absence de corrélation entre la taille de la plate-forme et 

la taille de l�interface. En effet, la plate-forme 1osxA de taille (26 résidus) supérieure à la plus 

petite plate-forme 1edpA (17 résidus) a cependant la plus petite interface (592 Å2). De même, 

la plate-forme 1rooA de taille moyenne (35 résidus) possède également une interface très petite 

(672 Å2) tandis que 1cz6A avec une petite taille (25 résidus) possède une grande interface 

(891Å2).  

 

Sur les 10 plates-formes analysées, la variation totale de surface accessible au solvant 

consécutive à l�association des deux partenaires (interface plate-forme + interface cible) est 

comprise entre 1086 Å2 pour le candidat ligand 1osxA et 2182 Å2 pour 1an1I. Ces observations 

montrent que les critères appliqués ont permis de sélectionner, dans la PDB,10 plates-formes de 

faible poids moléculaire (taille maximale de 60 résidus) pouvant conduire à des ligands 

protéiques susceptibles d�entrainer une variation totale de surface accessible au solvant située 

dans la gamme de celles observées dans la littérature pour des complexes protéine-protéine 
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naturels (1600 ± 400 Å2 ; Lo Conte et al., 1999). Les tailles des interfaces des candidats ligands 

(Tableau II.3) confirment cette observation. Ces résultats montrent que le programme STAMPS 

a permis d�exploiter la diversité des structures de protéines de la PDB et d�identifier des plates-

formes dont les caractéristiques structurales leur permettraient de satisfaire les critères 

topologiques requis pour la greffe du motif fonctionnel et offrant une interface de taille 

« standard » avec la cible. 

 

Parmi les 10 complexes analysés, on observe que le nombre de résidus enfouis lors de 

l�association avec la cible est compris entre 11 et 22 selon la plate-forme. La composition 

chimique des interfaces est variable en fonction des plates-formes. Celle-ci peut être quantifiée 

en calculant la fraction de l�interface du candidat ligand correspondant à des groupements non 

polaires : parmi les 10 ligands, cette fraction varie entre 8 et 30%. On voit donc que la sélection 

réalisée en parcourant la PDB permet d�identifier des protéines conduisant à des interfaces de 

nature physico-chimique variée. 

 

Par ailleurs, parmi les résidus présents à l�interface, un nombre variable d�entre eux participe à 

des interactions intermoléculaires de type liaison hydrogène, pont salin ou interaction cation-p. 

Parmi les 10 candidats ligands, ces résidus sont compris entre 5 (1edpA) et 15 (1lmmA). Cette 

importante variation doit être pondérée par la variation de l�aire de l�interface. Ainsi, parmi les 

différents ligands, la densité superficielle de liaisons hydrogène (calculée comme le rapport du 

nombre de liaisons hydrogène sur la variation totale de surface accessible au solvant, Tableau 

II.3) se situe dans la gamme de ce qui a été observé dans des complexes protéine-protéine 

naturels. Dans la plupart des cas, les 4 résidus du motif Cys-Ser-Cys-Ser contribuent de 

manière prépondérante au nombre d�interactions intermoléculaires observées à l�interface (6 

interactions intermoléculaires avec la cible). Selon les modèles moléculaires réalisés, les plates-

formes sélectionnées sont donc capables de reproduire la majorité des interactions 

intermoléculaires observées pour le motif 1-4 du TIMP-2 dans le complexe avec la MMP-14. 

On peut cependant noter que les modèles de complexes sont réalisés sous contraintes de 

manière à préserver la structure du complexe de départ et en particulier à imposer la 

conformation de la structure du motif 1-4 pour que celle-ci reste voisine de la structure adoptée 

par ces résidus dans le TIMP-2. Ces modèles ne permettent donc pas d�estimer la stabilité des 

interactions que pourraient établir les différents candidats ligands avec la MMP-14. Ce point 

sera étudié ultérieurement. Les résultats ci-dessus permettent cependant de valider la sélection 
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des plates-formes et de montrer que celles-ci sont stériquement compatibles pour l�association 

avec la cible considérée sans nécessiter de déformation importante de la structure 3D de la 

plate-forme, dans un mode de liaison qui conduit à reproduire les interactions intermoléculaires 

observées entre le motif 1-4 du TIMP-2 et la MMP14 et en offrant une interface de taille 

« standard ». 

 

D�autres types d�interactions sont observés dans les modèles moléculaires des 10 complexes : 

interactions cation � p et ponts salins. Ces interactions impliquent des résidus du candidat 

ligand, présents à l�interface avec la MMP-14, autres que les résidus du motif greffé sur ces 

plates-formes. Elles sont donc fortuites car aucun critère concernant ces interactions n�a été 

appliqué lors de la recherche de plate-forme avec STAMPS. Dans le cas des ponts salins, ces 

interactions résultent de la présence d�un résidu chargé à la surface de la plate-forme, qui se 

trouve positionné à proximité d�un résidu de charge opposée à la surface de la cible. Le 

positionnement relatif des deux groupes autorisant leur interaction est une conséquence du 

mode de liaison du candidat ligand imposé par la présence du motif greffé. Il en va de même 

pour les interactions cation-p qui résultent du positionnement fortuit d�un groupement 

aromatique à l�interface d�un des partenaires à proximité d�un groupement portant une charge 

positive à la surface de l�autre partenaire. Ces interactions sont donc variables d�un candidat 

ligand à l�autre (Tableau II.3). 

 

Les modèles moléculaires réalisés permettent également d�évaluer la compacité des interfaces. 

Celle-ci est mesurée par un indice appelé « gap volume index » (Méthodes), qui varie entre 

1,61 (1lmmA) et 2,15 Å (1an1I) parmi les 10 interfaces analysées. Les valeurs de ces indices se 

situent dans la gamme observée pour des complexes protéine-protéine naturels et indiquent une 

bonne complémentarité géométrique des surfaces des partenaires au niveau du site de liaison.  

 

II.6 Conclusion      

La recherche de plates-formes in silico grâce au programme STAMPS a permis 

d�identifier 219 plates-formes protéiques satisfaisant les critères topologiques du motif de 

liaison ainsi que les critères stériques liés à la compatibilité géométrique avec la cible. Plusieurs 

étapes supplémentaires de sélection selon des critères structuraux ont permis de retenir 10 
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plates-formes possédant les caractéristiques structurales compatibles avec la liaison au site 

catalytique des MMPs. Ces plates-formes possèdent des séquences et des structures secondaires 

et tertiaires différentes entre elles et différentes du TIMP-2. Les 10 plates-formes mutées ont 

été validées grâce à une série d�analyses complémentaires. Deux critères globaux de similarité 

de forme et de potentiel électrostatique ont été utilisés. Ces analyses ont montré que les 

candidats ligands obtenus possèdent des formes et des potentiels électrostatiques suffisamment 

similaires à ceux du ligand naturel, le TIMP-2, dans la région ciblant le site catalytique des 

MMPs, pour qu�une seconde étape de validation soit entreprise. A cette fin, des modèles 

moléculaires affinés des complexes entre chacun des 10 candidats ligands et la MMP-14 ont été 

réalisés par dynamique moléculaire sous contrainte. L�analyse de ces modèles a permis de 

déterminer une série de paramètres caractéristiques des interactions protéine-protéine. Les 

résultats observés ont permis de valider in silico les 10 plates-formes comme candidats ligands. 

Nous avons donc entrepris la production de ces 10 plates-formes afin de réaliser leur évaluation 

expérimentale comme inhibiteurs de MMPs.    
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CHAPITRE III : Production des ligands conçus in silico et caractérisation 

comme inhibiteurs de MMPs 

 

Les 10 candidats ligands protéiques conçus in silico ont été produits selon deux 

protocoles différents, en fonction des plates-formes. Certains candidats ligands ont été produits 

par synthèse peptidique sur support solide et d�autres ont été produits par voie recombinante 

chez la bactérie E. coli. Ces plates-formes doivent porter les résidus du motif fonctionnel 

d�intérêt, avoir l�extrémité N-terminale du motif libre et être correctement oxydées et repliées. 

Les plates-formes ainsi produites et purifiées sont soumises à plusieurs analyses et étapes de 

caractérisation afin de vérifier la masse, la pureté et le repliement correcte de la protéine finale. 

Ces plates-formes sont ensuite évaluées en tant qu�inhibiteurs des MMPs. Dans la suite, la 

plate-forme portant les résidus spécifiques du motif fonctionnel est désignée par plateforme_m 

et la plate-forme native (possédant des résidus topologiquement identiques à ceux du motif à 

greffer mais pour lesquels les substitutions n�ont pas été réalisées) est désignée par plate-forme. 

Par ailleurs, les mini-protéines natives 1edpA, 1scyA, 1lmmA, 1rooA ainsi que l�endothelin-3 

(dont il n�existe pas de structure tridimensionnelle), étant disponibles dans le commerce, n�ont 

pas été synthétisées. Ces protéines commerciales ont également été testées. 

 

III.1 Production des mini-protéines conçues in silico par synthèse chimique 

 

La production des plates-formes 2f3cI, 2uuyB, 2it8A ainsi qu�une forme tronquée de 

1edpA a été réalisée par synthèse chimique. Ces plates-formes ont été obtenues par synthèse 

peptidique sur support solide en utilisant la stratégie Fmoc/tBu. Après une étape d'oxydation en 

présence du couple oxydo-réducteur glutathion oxydé (GSSG)/glutathion réduit (GSH), les 

protéines repliées sont purifiées par RP-HPLC semi-préparative.  

 

III.1.1 Synthèse sur support solide  

Les séquences des protéines synthétisées 2f3cI, 2uuyB, 2it8A ainsi que la forme tronquée 

de 1edpA sont indiquées en Annexe II. Quelques modifications par rapport aux séquences 

natives ainsi que des modifications par rapport au protocole standard de synthèse peptidique 
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ont été apportées lors de la synthèse de certaines plates-formes ; ces modifications sont 

détaillées ci-dessous. Pour certaines protéines parmi celles citées plus haut, la synthèse par voie 

chimique n�a jamais été décrite dans la littérature (2uuyB et 2f3cI), ce qui a nécessité la mise au 

point d�un protocole adapté.  

 

- Spécificités des séquences à synthétiser et rendements de l�étape de synthèse sur support 

solide    

- 1edpA (Endothelin 1) : l'endothelin 1 sous sa forme native possède 21 résidus. La structure 

1edpA de la plate-forme identifiée lors de la recherche in silico par le programme STAMPS 

correspond à une forme tronquée de la protéine native possédant 17 résidus. Cette forme 

tronquée ne possède pas les 4 résidus C-terminaux D18I19I20W21. L�extrémité C-terminale est 

caractérisée par une très grande flexibilité illustrée par les disparités structurales des 20 

conformations décrites dans la structure RMN correspondant au code PDB 1v6rA. Une analyse 

détaillée d�un modèle moléculaire de complexe réalisé sur la forme entière de l�endothelin 1 

(structure cristallographique correspondant au code PDB 1ednA) avec le domaine catalytique 

de la MMP-14 montre que la partie C-terminale très flexible ne semble pas intervenir dans 

l'interaction avec la MMP, hormis le résidu D18 impliqué dans une liaison hydrogène avec un 

résidu de la cible. Ainsi, nous avons choisi de produire une forme tronquée de l'endothelin 1 

sans les 3 derniers résidus I19I20W21 (1edpA 1-18), en gardant donc le résidu D18.  

 

 - 2f3cI (Thrombin Inhibitor Infestin) : la structure cristallographique de la plate-forme 

native 2f3cI possède un résidu Asp5 en position N-terminale de la protéine et du motif de 

liaison Cys6-Ala7-Cys8-Pro9. Le motif fonctionnel devant avoir son extrémité N-terminale libre 

de façon à ce que le 1er résidu Cys6 de ce motif puisse chélater le zinc, le résidu Asp5 a été 

éliminé de la séquence à synthétiser. Par ailleurs, la protéine 2f3cI contient une séquence de 

deux acides aminés D19G20 dont l'incorporation successive par synthèse chimique est 

susceptible de générer des difficultés lors de l�étape de couplage. Nous avons donc incorporé au 

cours de la synthèse, le bloc Fmoc-Asp-otbu-hmb-Gly-OH (1mmol) correspondant aux acides 

aminé D19 et G20 de la séquence primaire de la protéine.  

 

- 2uuyB (Tick Derived Tryptase Inhibitor) : constituée de 52 résidus, la séquence de cette 

protéine est la plus longue parmi les plates-formes retenues. Cette séquence est caractérisée par 
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une succession de certains résidus susceptibles d�entrainer des difficultés de synthèse par voie 

chimique. Contrairement aux résines utilisées dans les autres synthèses, on utilise dans le cas de 

2uuyB une résine pré-fonctionnalisée avec le dernier résidu de la séquence (acide aminé C-

terminal : Ala) déjà fixé sur la résine : Fmoc-Ala NovaSyn TGA. Cette résine est en outre 

caractérisée par un faible taux de chargement (0,26 mmol/g) et par la présence d�un bras 

espaceur de polyéthylène glycol (PEG) entre le linker et les billes de polystyrène, permettant 

d�augmenter l�accessibilité au peptide en élongation et d�éviter l�encombrement stérique. Une 

1ère synthèse réalisée dans ces conditions a montré une chute brutale du signal de suivi de 

déprotection après l�incorporation de la séquence G14G15 conduisant à un signal résiduel de 

suivi de déprotection de 22% à la fin de la synthèse. Une analyse du produit final brut de 

synthèse par LC/MS a montré la présence de plusieurs pics correspondant à des peptides 

tronqués, essentiellement au niveau du dipeptide G14G15 tandis que le peptide d'intérêt n'est pas 

visible sur le spectre LC/MS. Une 2ème synthèse est alors réalisée, en prolongeant le temps de 

gonflage de la résine dans le NMP afin de permettre une meilleure accessibilité à tous les sites 

de la résine et éviter un effet d�encombrement stérique dû à la taille importante de la séquence à 

synthétiser. Dans ces conditions, le peptide d�intérêt a pu être détecté dans le produit brut de 

synthèse.  

 

- 2it8A (Trypsin Inhibitor II) : la séquence native de cette protéine est synthétisée, sans 

aucune mutation ou modification.  

 

Par ailleurs, les résidus Met présents dans la séquence de certaines protéines sont susceptibles 

de subir une oxydation en solution au cours des différentes étapes de la synthèse chimique. 

Certaines synthèses réalisées au cours de ce travail dans lesquelles les résidus Met ont été 

maintenus ont montré que cette oxydation n�est pas systématique. Cependant, pour éviter cet 

éventuel problème, les résidus Met ont été substitués par des résidus Nle (Norleucine) lors des 

synthèses de 1edpA (1-18) et 2uuyB. Les deux résidus Met et Nle sont en effet analogues et de 

configuration identique à l�exception du soufre (-S-) dans la chaine latérale de Met remplacé 

par un méthylène (-CH2-) dans le résidu Nle.  

 

-  Rendements de l�étape de synthèse peptidique sur support solide  

L�efficacité de l�étape de synthèse peptidique sur support solide est mesurée par un suivi UV 
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lors de l�incorporation de chaque acide aminé de la séquence peptidique. En effet, lors de 

l�incorporation d�un acide aminé au peptide en élongation, un suivi de l'absorbance UV est 

réalisé au cours de l�étape de déprotection du groupement Fmoc porté par le dernier acide 

aminé. Le suivi UV permet donc de mesurer l'efficacité du couplage du dernier acide aminé 

incorporé et de détecter les positions de la séquence susceptibles d�entrainer des difficultés.  

 

Tableau III.1 : Rendements de l�étape de synthèse peptidique déterminés par le signal de déprotection résiduel à la fin de la 
synthèse.  ND : Non déterminé 

Protéine  Taille de la 

protéine 

Rendement 

théorique 

Rendement 

expérimental 

1edpA (1-18)  18 84% ND 

2it8A 29 76% 84% 

2f3cI 50 60% 40% 

2uuyB 52 59% 50% 

 

L�efficacité de couplage théorique moyenne est de 99% à chaque cycle d�incorporation d�un 

acide aminé. De ce fait, le rendement de synthèse diminue en fonction du nombre de résidus de 

la séquence à synthétiser. Le rendement expérimental de l�étape de synthèse proprement dite 

des protéines est rapporté dans le tableau III.1. Dans le cas de 2it8A, le rendement expérimental 

est de 84%, suggérant que l�efficacité de couplage pourrait être supérieure à 99% (efficacité = 

99,5%). Tandis que pour les plates-formes 2f3cI et 2uuyB, l�efficacité de couplage est 

inférieure à la valeur moyenne étant donné les faibles rendements obtenus par rapport aux 

rendements théoriques.  

 

Plusieurs facteurs peuvent être limitants lors de la synthèse peptidique :  

- La taille de la protéine : plus la taille est importante plus les rendements de synthèse 

diminuent du fait de l�encombrement stérique qui se produit lors de l�élongation de la chaine 

peptidique pouvant rendre inaccessibles certains sites de la résine. 

- La composition en acides aminés de la séquence : comme dans le cas de la plate-forme 

2uuyB, la succession des deux acides aminés G14G15 dans la séquence peptidique entraine une 

baisse importante du rendement de synthèse. En effet, après incorporation des acides aminés  

G14G15 le signal de suivi de déprotection chute brutalement conduisant à un signal résiduel à 



PARTIE B  

CHAPITRE III : Production des ligands conçus in silico et caractérisation comme inhibiteurs de MMPs  

 211 

50% en fin de synthèse. Il en est de même pour la plate-forme 2f3cI pour laquelle la synthèse 

se déroule normalement jusqu'à l'incorporation du bloc DG où le signal résiduel de suivi de 

déprotection passe à 40% et demeure constant jusqu'à la fin de la synthèse.  

 

III.1.2 Clivage du produit de synthèse final 

La durée de l�étape de clivage du produit de synthèse final de la résine  résulte d�un 

compromis entre une efficacité de clivage qui augmente lorsque la durée de clivage augmente 

et une durée d�exposition du produit final aux réactifs de clivage qui doit être aussi brève que 

possible afin d�éviter des modifications chimiques au niveau de certains acides aminés. Dans 

un protocole standard, la durée optimale de clivage est de 2h. Cependant, dans le cas des 

protéines ayant des rendements de synthèse faibles tels que 2uuyB et 2f3cI, la durée de l�étape 

de clivage est prolongée (2h30 au lieu de 2h). Par ailleurs, un rinçage supplémentaire de la 

résine avec du TFA, après précipitation du produit de synthèse dans du TBME à froid, peut être 

effectué pour récupérer le maximum de produit de synthèse résiduel sur la résine. Dans ce cas, 

le TFA doit par la suite être évaporé. Cette étape supplémentaire est indispensable dans le cas 

de la plate-forme 2f3cI : le point isoélectrique de cette plate-forme étant très bas (pI = 5,26), 

une grande quantité de TFA risque de solubiliser une partie de la protéine présente dans le 

TBME. L�étape d�évaporation du TFA avant la centrifugation permet donc d�éviter une perte de 

rendement due à la solubilisation de la protéine par le TFA.    

 

III.1.3 Purification du produit brut de synthèse par RP-HPLC  

Avant la purification par RP-HPLC, le produit brut de synthèse est d�abord réduit dans 

un tampon dénaturant additionné de DTT. Cette étape est destinée à homogénéiser le mélange 

de produits contenus dans le brut de synthèse afin que le peptide d�intérêt soit élué en un seul 

pic correspondant à une seule forme entièrement réduite. Par la suite, la purification du peptide 

d�intérêt se fait par RP-HPLC sur des colonnes C18 en utilisant des gradients non linéaires de 

solvant organique dans un solvant aqueux. Lors de la purification, plusieurs pics apparaissent 

au niveau du chromatogramme, correspondants aux différents produits de synthèse incomplets. 

Ainsi, plus le rendement de l�étape de synthèse est faible, et plus on observe de pics sur le 

chromatogramme. De ce fait, une étape d�optimisation du gradient de séparation est nécessaire 
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pour chaque protéine afin de permettre une meilleure séparation du pic correspondant au 

produit d�intérêt des pics avoisinants plus ou moins nombreux et plus ou moins proches. Le 

rendement de cette étape de purification dépend également des caractéristiques physico-

chimiques des protéines à purifier. En effet, la purification d�une protéine d�intérêt sur une 

colonne C18 en utilisant un mélange de solvants organiques et aqueux dépend essentiellement 

de la solubilité de cette protéine dans la phase mobile. L�indice GRAVY (Grand average of 

hydropathicity) caractéristique de chaque protéine donne une indication sur la solubilité de 

celle-ci (Kyte et Doolittle, 1982) : un indice GRAVY positif est caractéristique d�une protéine 

hydrophobe tandis qu�un indice négatif correspond à une protéine hydrophile. Les protéines 

2f3cI, 2uuyB et 2it8A caractérisées par un GRAVY négatif sont correctement purifiées en 

suivant ce protocole. En revanche, l�endothelin-1 (1-18) est très hydrophobe (GRAVY ] 0,289) 

impliquant des phénomènes d�adsorption du peptide sur la phase hydrophobe de la colonne et 

une élution incomplète d�où une diminution importante du rendement de purification pour ce 

peptide.       

Outre les limitations relatives aux rendements de purification, cette étape est également 

limitante du point de vue du temps requis pour purifier des quantités de l�ordre de 150 à 200 

mg de produit brut de synthèse.  

 

III.1.4 Formation des ponts disulfures  

Le même protocole standard pour la formation des ponts disulfures est utilisé pour 

toutes les plates-formes. La formation des ponts disulfures a été réalisée en présence du couple 

oxydo-réducteur glutathion oxydé (GSSG) / glutathion réduit (GSH) à un ratio de 1/10. La 

durée moyenne de l'étape de formation de ponts disulfures, déterminée par un suivi de la 

disparition au cours du temps du pic correspondant à la forme réduite de la protéine, est de 48h. 

Le rendement de l'étape d'oxydation dépend du nombre de ponts disulfures présents dans la 

protéine. Par exemple, dans le cas de 2uuyB, cette étape est particulièrement limitante du fait 

de la présence de 4 ponts disulfures. En effet, lors de la purification du produit oxydé par RP-

HPLC, plus le nombre de ponts disulfures d�une protéine est grand, plus on observe de pics au 

niveau du chromatogramme correspondant à plusieurs états d�oxydation d�une même protéine 

et plusieurs types d�appariements des ponts disulfures. De manière générale, les observations 

faites au cours de ce travail indiquent que le pic majoritaire correspond au peptide d�intérêt 

complètement oxydé, avec tous les ponts disulfures formés et correctement appariés. 
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Cependant, une caractérisation systématique est réalisée sur le produit final oxydé afin de 

vérifier son état d�oxydation ainsi que le bon appariement des ponts disulfures.             

 

III.2 Production des plates-formes protéiques par voie recombinante 

 

La plupart des candidats ligands conçus au cours de ce travail ont été produits à l�aide 

d�une stratégie de production de protéines par voie recombinante. Cette stratégie s'inscrit dans 

la perspective ultérieure d'introduire de la variabilité au niveau des séquences d�intérêt en vue 

de les optimiser et d'améliorer leur affinité et/ou leur sélectivité vis à vis des cibles d'intérêt. 

Dans le contexte de la production des protéines par voie recombinante, l�enjeu est de pouvoir 

produire chez la bactérie Escherichia coli des petites protéines (masse moléculaire < 6 kDa) à 

ponts disulfures (entre 2 et 4 ponts disulfures) sous forme oxydée et correctement repliées. Par 

ailleurs, les plates-formes identifiées in silico doivent également être produites avec leur 

extrémité N-terminale libre, portant les résidus constituant le motif fonctionnel d�intérêt. Toutes 

les plates-formes identifiées in silico ont été sélectionnées pour une production par voie 

recombinante avec le motif fonctionnel de référence, à l�exception de l�endothelin 1 qui 

possède naturellement le même motif de liaison que le ligand de référence (CSCS) et qui a été 

produite par synthèse chimique.    

Les travaux relatifs à la production recombinante des mini-protéines d�intérêt ont été réalisés 

dans le cadre de la mise en place au sein du service d�une plate-forme dédiée à la production 

recombinante de protéines à ponts disulfures chez E. coli. Ces travaux ont donc nécessité 

plusieurs phases d�optimisation avant d�atteindre des résultats satisfaisants.   

 

III.2.1 Construction des plasmides d�expression  

Des travaux de criblage à grande échelle ont été réalisés afin de déterminer des conditions 

d�expression permettant la production recombinante des mini-protéines chez E. coli.  

 

III.2.1.1 Essais et mise au point des différentes stratégies d�expression  

Les premiers essais d�expression des protéines plates-formes identifiées in silico ont été 
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réalisés avec une stratégie d�expression permettant l�exportation dans le périplasme d�E. coli. 

En effet, ce compartiment constitue un environnement oxydant qui possède une machinerie 

enzymatique catalysant la formation des ponts disulfures. Cependant, parmi toutes les protéines 

dont l�expression périplasmique a été testée, seule 1an1I_m a pu être produite sous forme 

soluble avec des rendements satisfaisants. Par conséquent, la production de toutes les autres 

plates-formes (à l�exception de 1edpA) a nécessité l�emploi de stratégies d�expression 

recombinante alternatives chez E. coli, notamment cytoplasmiques. Dans cette optique, un 

criblage systématique à grande échelle de différents paramètres (souche d�expression, 

partenaire de fusion solubilisant, expression cytoplasmique ou periplasmique) a été réalisé afin 

d�identifier les conditions optimales d�expression des mini-protéines à ponts disulfures chez E. 

coli. 

 

- Production dans le cytoplasme d�E. coli 

De manière générale, le cytoplasme d�E. coli constitue un environnement réducteur défavorable 

à la formation de ponts disulfures dans les protéines. De ce fait, les protéines cytoplasmiques ne 

contiennent pas de ponts disulfures structuraux. Par ailleurs, les petites protéines ayant une 

taille inférieure à 10 kDa sont souvent difficiles à produire dans E. coli, car elles ont tendance à 

être rapidement dégradées ou à former des agrégats insolubles appelés corps d�inclusion. Ainsi, 

les protéines d�intérêt sont souvent produites en fusion avec un partenaire solubilisant qui peut 

éventuellement posséder un effet redox favorable à la formation des ponts disulfures. Parmi les 

partenaires classiquement utilisés, on trouve la thiorédoxine, DsbC, DsbA, GST et MBP. 

 

Notre stratégie de production des mini-protéines à ponts disulfures dans le cytoplasme d�E. coli 

repose sur l�utilisation d�un plasmide d�expression portant une construction contenant :   

-  un partenaire de fusion solubilisant possédant le cas échéant un rôle rédox ;  

- une étiquette 6(His) pour la purification de la protéine d�intérêt présente dans le lysat 

cellulaire  

- un site de clivage spécifique d�une protéase permettant d�éliminer la protéine de fusion et 

l�étiquette d�affinité afin de libérer la séquence d�intérêt. Les enzymes de clivage les plus 

couramment utilisées sont la thrombine, le facteur Xa, l�entérokinase et la TEV protéase. Cette 

dernière a été utilisée dans toute cette étude. 
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La meilleure condition d�expression obtenue pour chacune des plates-formes est illustrée dans 

la figure III.1.    

 

 
Figure III.1 : Construction des plasmides d�expression permettant la production des plates-formes dans le cytoplasme d�E. coli, 

et contenant une séquence codant pour une protéine de fusion (DsbC, MBP ou Trx), une séquence codant pour une étiquette 
6(His), une séquence de clivage à la protéase TEV et la séquence de la protéine d�intérêt. 

 

- Production dans le périplasme d�E. coli 

Dans le cas de la plate-forme 1an1I_m, une stratégie de production dans le périplasme d�E. coli 

a été adoptée. Le plasmide d�expression porte une construction illustrée dans la figure III.2 et 

contenant :  

- le peptide signal pelB permettant l�adressage de la protéine vers le périplasme d�E. coli : 

contrairement au cytoplasme, le périplasme d�E. coli est un environnement oxydant permettant 

la formation des ponts disulfures des protéines. Le peptide signal pelB permet donc le passage 

de la protéine d�intérêt à travers la membrane entre le cytoplasme et le périplasme, puis il subit 

un clivage spécifique par la Leader Peptidase présente au sein de cette membrane, permettant 

ainsi à la protéine de se replier correctement dans le périplasme.  

- une étiquette 6(His)  

- un site de coupure par la protéase TEV  
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Figure III.2 : Construction du plasmide d�expression permettant la production de la plate-forme 1an1I_m dans le périplasme 

d�E. coli, et contenant une séquence codant le peptide signal pelB, la séquence de la protéine d�intérêt, une séquence de clivage 
à la protéase TEV et une séquence codant pour une étiquette 6(His). 

 

Cette stratégie, contrairement à la précédente, permet d�obtenir la mini-protéine d�intérêt avec 

son extrémité N-terminale libre, après clivage du peptide signal pelB. En revanche, après 

coupure à la TEV protéase, une séquence de 6 acides aminés résiduels reste attachée à 

l�extrémité C-terminale.   

 

Toutes les plates-formes ont pu être produites à grande échelle dans les conditions d�expression 

décrites ci-dessus, en utilisant la stratégie de production dans le cytoplasme ou dans le 

périplasme. Toutefois, ces stratégies n�ont pas conduit à des résultats optimaux notamment en 

termes de rendements finaux et ne seront pas présentés dans ce rapport. En effet, les étapes de 

production chez E. coli ainsi que l�extraction du cytoplasme ou du périplasme ont pu être 

réalisées pour toutes les protéines d�intérêt. En revanche, les étapes de purification, de 

caractérisation et d�évaluation de l�affinité de ces protéines pour les cibles d�intérêt ont révélé 

un certain nombre de difficultés. Plusieurs autres phases d�optimisation des conditions 

d�expression ont finalement permis d�identifier une stratégie unique et optimale pour toutes les 

plates-formes.      

 

III.2.1.2 Stratégie optimale adoptée pour l�expression des mini-protéines d�intérêt  

Suite à la mise au point des protocoles et des conditions d�expression, la construction 

finale utilisée correspond à des gènes synthétiques contenant :  

-  une séquence non canonique du site de clivage par la TEV protéase : ENLYFQ ;  

- la séquence correspondant à la mini-protéine d'intérêt possédant le motif fonctionnel de 

liaison à l'extrémité N-terminale ;   

- les sites de recombinaison Gateway de part et d'autre du gène synthétique. 

La TEV protéase est spécifique d�une séquence ENLYFQG qu�elle clive entre les acides 

aminés  Q et G, laissant ainsi un résidu G au niveau de l�extrémité N-terminale de la protéine 

d�intérêt. Notre objectif étant de produire les mini-protéines d�intérêt avec leur extrémité N-

terminale portant le motif de liaison libre afin de chélater le zinc catalytique, le résidu Gly a été 
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éliminé de la séquence correspondant au site de clivage par la TEV protéase (Figure III.3).  

 

 
Figure III.3 : Sites de clivage à la TEV protéase. A : Site canonique ENLYFQG impliquant la présence d�un résidu G résiduel 

au niveau de l�extrémité N-terminale de la protéine après clivage à la TEV protéase. B : Site de clivage sans le résidu Gly 
permettant l�obtention d�une protéine dont l�extrémité N-terminale est libre.  

 

Par ailleurs, les séquences des protéines d�intérêt correspondent aux séquences natives des 

protéines, à l�exception des 4 résidus formant le motif de liaison qui ont été mutés afin 

d�introduire les résidus spécifiques du motif fonctionnel de référence Cys-Ser-Cys-Ser (Annexe 

II et Méthodes). Pour ce faire, les résidus Cys natifs en positions 1 et/ou 3 du motif des plates-

formes natives sont préservés. Lorsque le résidu en position 1 ou 3 du motif de liaison de la 

plate-forme native n�est pas une cystéine, ce résidu est muté en serine. Cette stratégie permet 

d�éviter les problèmes d�oxydation durant les différentes étapes de production, liés à la 

présence de résidus Cys non natifs libres. Tous les autres résidus du motif de liaison des plates-

formes mimes sont mutés sérine. Ainsi, pour les plates-formes possédant un résidu Cys natif en 

position 3 du motif, le motif transféré est SSCS (1scyA, 1an1I, 1lmmA, 1rooA, 1cz6A, 1osxA 

et 2it8A) tandis que pour les plates-formes possédant un résidu Cys natif en position 1 du 

motif, le motif transféré est CSSS (2uuyB). La plate-forme 2f3cI possède deux résidus Cys 

natifs en positions 1 et 3 du motif, le motif transféré CSCS est donc strictement identique au 

motif de référence. Par ailleurs, les protéines natives 2f3cI et 1cz6A possèdent un résidu 

supplémentaire en position N-terminale du motif (Asp5 et Arg1 respectivement). Ces résidus 

sont supprimés de la séquence afin de garder l�extrémité N-terminale du motif de liaison 

(résidu en position 1 du motif) libre.  

 

Les gènes ainsi construits sont clonés dans le vecteur de destination pETG-82A portant le gène 

codant pour la protéine DsbC et l�étiquette 6(His) par un clonage LR Gateway� grâce aux 

sites de recombinaison portés par le gène. Les résultats obtenus lors du criblage des différentes 



PARTIE B  

CHAPITRE III : Production des ligands conçus in silico et caractérisation comme inhibiteurs de MMPs  

 218 

conditions d�expression montrent que la protéine de fusion DsbC est la plus adéquate pour la 

solubilisation et l�oxydation des protéines d�intérêt. En particulier, des phénomènes de 

précipitation ont été observés pour les protéines en fusion avec les thiorédoxines lors de la 

purification par affinité sur des colonnes de nickel. Les plasmides d'expression construits 

codent donc pour une protéine de fusion constituée de la protéine DsbC � Etiquette 6(His)- Site 

de clivage TEV protéase - Mini-protéine d'intérêt (Figure III.4).  

 

 
Figure III.4 : Séquence génétique contenue dans le plasmide d�expression permettant la production de la protéine d�intérêt 

comme protéine de fusion. 

 

III.2.2 Production et purification des protéines de fusion 

La production des protéines recombinantes a été réalisée en suivant un protocole décrit 

récemment dans les données de la littérature (Nguyen et al., 2011). Ce protocole repose sur la 

co-expression de la protéine d�intérêt avec la sulfhydrile oxydase Erv1p et la protéine disulfide 

isomérase humaine PDI. La sulfhydrile oxydase Erv1p est une enzyme qui catalyse 

naturellement la formation de novo des ponts disulfures dans une protéine à partir de l�oxygène 

moléculaire. La présence simultanée dans le cytoplasme d�E. coli de la sulfhydrile oxydase 

Erv1p avec une protéine catalysant l�isomérisation des ponts disulfures telle que DsbC ou PDI 

permet l�obtention de protéines dont les ponts disulfures sont formés et correctement appariés. 

L�utilisation de ce protocole devrait résulter en une nette amélioration des rendements de 

production par rapport à un protocole standard sans co-expression de la protéine d�intérêt avec 

la sulfhydrile oxydase Erv1p et la protéine PDI.  

 

Ainsi, le protocole de production consiste à transformer, par un protocole de choc thermique, 

une souche d�expression E. coli BL21-Star (DE3) avec le plasmide d'expression portant le gène 

de la mini-protéine d'intérêt et un gène de résistance à l�ampicilline ainsi que le plasmide 

pMJS9 portant les gènes codant pour la sulfhydrile oxydase Erv1p et la protéine PDI ainsi 

qu�un gène de résistance au chloramphénicol. La mise en culture des souches bactériennes se 

fait dans un milieu additionné d'ampicilline et de chloramphénicol afin de sélectionner 

uniquement les cellules transformées par les deux plasmides. L�expression de la sulfhydrile 
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oxydase et de la PDI est induite dans un 1er temps par ajout d�arabinose, puis l�expression de la 

protéine recombinante d�intérêt est induite par ajout d�IPTG 

Toutes les protéines ont été produites dans 1 litre de milieu de culture à l�exception de 

2uuyB_m, produite dans 2 litres de culture du fait des faibles rendements de production finaux. 

Toutes les protéines sont produites selon le même protocole : mise en culture des cellules 

bactériennes, récupération des cellules bactériennes par centrifugation, lyse des culots 

bactériens et éclatement des cellules par un système de broyage cellulaire puis purification du 

surnageant sur colonne de nickel. A cette étape, les quantités de protéines de fusion pures 

obtenues après purification sur la colonne de nickel et déterminées par dosage UV à 280 nm 

sont très variables : de 60 mg/L de culture (2uuyB_m) à 336 mg/L de culture (1osxA_m). 

 

III.2.3 Clivage des protéines de fusion et purification des mini-protéines d'intérêt 

La mini-protéine d'intérêt est libérée de la fusion présente au niveau de son extrémité N-

terminale par clivage à la TEV protéase. Pour ce faire, la solution contenant la protéine de 

fusion est soumise à une dialyse afin d�éliminer l�imidazole contenu dans le tampon d�élution 

de la protéine purifiée sur colonne de nickel. Plusieurs tampons de dialyse de compositions 

différentes ont été testés afin de trouver un tampon compatible avec l�activité de la TEV 

protéase et avec les caractéristiques physico-chimiques des protéines d�intérêt. Pour toutes les 

protéines produites, le tampon de dialyse utilisé est composé de Tris-HCl (50 mM) à pH 8, à 

l�exception de 1osxA_m. En effet, dans le cas de cette protéine, à la suite du clivage à la TEV 

protéase, une grande partie de la protéine devient insoluble et forme un précipité dense en 

solution. Ce phénomène peut s�expliquer par le point isoélectrique de cette protéine (pI = 7,66) 

très proche du pH du tampon de clivage (pH = 8). Pour améliorer la solubilité de la protéine 

d�intérêt, un autre tampon de dialyse a donc été utilisé : 50 mM MES, pH 6,5. Par ailleurs, le 

pH du tampon de clivage par la TEV protéase n�étant pas optimal dans le cas de 1osxA_m, le 

clivage est réalisé à 25°C au lieu de 4°C afin d�augmenter l�efficacité de clivage. L�efficacité de 

cette étape de clivage a été déterminée par une analyse du produit de clivage par LC/MS 

mettant en évidence la disparition plus ou moins totale du pic correspondant à la protéine de 

fusion au profit des pics correspondants à la protéine DsbC seule et à la protéine d�intérêt 

respectivement.  

Suite au clivage par la TEV protéase, le mélange de clivage contient la protéine d�intérêt libre, 

la protéine DsbC en fusion avec l�étiquette 6(His) ainsi que la TEV protéase portant également 
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une étiquette 6(His). Un 1er protocole a été utilisé pour la purification du mélange de clivage 

sur des billes de nickel : la protéine DsbC portant l�étiquette 6(His) ainsi que la TEV protéase 

restent fixées sur les billes de nickel tandis que la protéine d�intérêt est récupérée dans l�éluat 

après lavage des billes. Ce protocole était destiné à éliminer les protéines de grandes tailles 

telles que DsbC et la TEV protéase afin de limiter les problèmes de surcharge des colonnes de 

purification par RP-HPLC. Cependant, les rendements obtenus avec ce protocole étaient 

médiocres du fait de la perte en protéine d�intérêt par adhésion non spécifique sur les billes et 

du fait de la présence d�une quantité résiduelle de la protéine DsbC qui ne s�est pas fixée sur les 

billes. Par conséquent, la purification sur les billes de nickel était systématiquement suivie 

d�une purification par RP-HPLC. Afin d�améliorer les rendements de purification, l�étape de 

purification sur les billes de nickel a été éliminée et le mélange de clivage a directement été 

soumis à une purification par RP-HPLC. Les quantités de protéines de fusion contenues dans le 

mélange de clivage à purifier variant entre 60 et 220 mg, plusieurs cycles de purification par 

RP-HPLC ont été nécessaires pour purifier la protéine d'intérêt. Par ailleurs, une colonne C4 

semi-préparative a été utilisée afin de permettre la séparation et la purification des protéines de 

grandes tailles telles que DsbC.  

Après les étapes de purification, les mini-protéines d�intérêt pures ont été lyophilisées puis 

solubilisées dans le tampon approprié pour les études ultérieures.   

 

III.2.4 Caractérisation des mini-protéines produites par voie recombinante 

 La protéine d�intérêt finale est caractérisée à l�aide de plusieurs méthodes analytiques. 

Une analyse par RP-HPLC couplée à la spectrométrie de masse (LC/MS) a permis de vérifier la 

pureté du produit final par la présence d�un pic unique et fin au niveau du chromatogramme. 

Par ailleurs, l�analyse de masse a indiqué que le produit final a la masse correcte attendue 

correspondant à la protéine d�intérêt sous forme oxydée, avec tous les ponts disulfures formés 

et possédant les résidus spécifiques du motif de liaison de référence au niveau de son extrémité 

N-terminale libre. La concentration de la solution finale du produit pur et oxydé dans le tampon 

adéquat pour la réalisation des tests d�inhibition est déterminée par une analyse de la 

composition en acides aminés ainsi qu�un dosage UV à 280 nm.   

 

L�appariement correct des ponts disulfures a été vérifié grâce à des tests de liaison des protéines 

recombinantes avec leurs cibles naturelles. La plate-forme Thrombin Inhibitor Infestin 
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recombinante (2f3cI_m) a été testée pour sa capacité à inhiber une de ses cibles naturelles : la 

trypsine. La valeur de Ki obtenue (Ki = 0,53±0,15 nM) est proche de celle décrite dans la 

littérature (Ki = 2 nM) (Campos et al., 2002). Cette observation suggère fortement que la plate-

forme recombinante est correctement oxydée et repliée de sorte que son activité inhibitrice 

envers sa cible naturelle est maintenue. De manière similaire, la plate-forme Leech Derived 

Tryptase Inhibitor recombinante (1an1I_m) a été testée pour sa capacité à inhiber une de ses 

cibles naturelles : la trypsine. Cette protéine a montré un Ki expérimental (Ki = 1,77±0,24 nM) 

identique à celui rapporté dans les données de la littérature (Ki = 1,8 nM) (Stubbs et al., 1997). 

La plate-forme Tick Derived Tryptase Inhibitor recombinante (2uuyB_m) a montré une affinité 

nM pour la trypsine (Ki = 3,1±0,37 nM) du même ordre de grandeur que celle rapportée dans 

les données de la littérature (Ki < 10 nM) (Valdez-Cruz et al., 2011). Un test d�activité a 

également été réalisé afin d�évaluer l�activité inhibitrice de la plate-forme Trypsin Inhibitor II 

recombinante (2it8A_m) envers la trypsine. Les résultats ont permis de déterminer une valeur 

de Ki = 73±27 nM. Cette valeur est 20 fois supérieure à la valeur trouvée dans la littérature 

pour l�inhibition de la trypsine par la protéine Trypsin Inhibitor II native 2it8A (Ki = 0,3 nM) 

qui diffère de la forme recombinante produite par les 3 résidus modifiés dans le motif de liaison 

(GVCP et SSCS respectivement) (Sommerhoff et al., 2010). Cependant, la constante d�affinité 

mesurée de l�ordre du nM est très basse et suggère fortement que la protéine recombinante a 

gardé une activité inhibitrice correcte envers la trypsine, suggérant un appariement correct des 

ponts disulfures.   

 

III.2.5 Rendement de production des mini-protéines d'intérêt 

Toutes les plates-formes portant le motif spécifique du ligand de référence ont pu être 

produites par voie recombinante, à l�exception de l�analogue de l�endothéline 1 qui a été 

produit par synthèse chimique. Parmi les 9 plates-formes produites par voie recombinante, 3 

plates-formes ont été produites selon un protocole standard sans co-expression avec la 

sulfhydrile oxydase (2f3cI_m, 1scyA_m et 2it8A_m), 4 ont été produites en co-expression avec 

la sulfhydrile oxydase (1osxA_m, 1cz6A_m, 1lmmA_m et 1an1I_m) et 2 ont été produites 

selon les deux protocoles (2uuyB_m et 1rooA_m). Le tableau III.2 récapitule les rendements de 

production des plates-formes obtenues par voie recombinante, selon les protocoles avec ou sans 

co-expression avec la sulfhydrile oxydase. La protéine de fusion correspond à la protéine 

d�intérêt fusionnée à la protéine DsbC portant l�étiquette 6(His). Ainsi, la quantité initiale 
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théorique de protéine d�intérêt contenue dans la protéine de fusion est calculée à partir des % 

massiques des deux protéines de la fusion. Le rendement de production correspond donc au 

rapport entre la quantité initiale de protéine d�intérêt contenue dans la fusion et la quantité 

finale de protéine d�intérêt pure et oxydée.     

 

Les quantités de protéines de fusion obtenues selon les deux protocoles sont très variables en 

fonction des protéines : elles varient de 73 à 336 mg/L de culture. Cette différence importante 

peut être en relation avec la toxicité plus ou moins élevée de la protéine produite pour les 

cellules bactériennes. En effet, on observe une relation entre la DO finale de la culture à 600 

nm avant la lyse des cellules et la quantité finale de protéine de fusion produite (Données non 

fournies dans ce rapport). La plate-forme 1rooA_m ayant la DO la plus basse en fin de culture 

(DO600nm = 3,9) est associée au plus faible rendement en protéine de fusion (73 mg/L) et à 

l�inverse, la plate-forme 1osxA_m ayant la DO la plus élevée en fin de culture (DO600nm = 6,1) 

est associée au rendement le plus important en protéine de fusion (336 mg/L).  

 

La comparaison des deux protocoles montre que les rendements de production observés pour 

deux séries de mini-protéines sont en moyenne plus élevés en présence de sulfhydrile oxydase. 

En effet, en l�absence de sulfhydrile oxydase, les rendements observés pour la première série de 

mini-protéines varient entre 1,6 et 8,8% (Tableau III.2). En présence de sulfhydrile oxydase, les 

rendements obtenus pour une seconde série de mini-protéines sont compris entre 1,9 à 34,7%. 

Lorsque l�on compare les rendements obtenus en présence et en absence de sulfhydrile oxydase 

pour une même protéine (1rooA_m), la différence est de l�ordre d�un facteur 10. Cette 

différence s�explique très vraisemblablement par la capacité de l�enzyme sulfhydrile oxydase à 

catalyser la formation des ponts disulfures dans la protéine d�intérêt. Associée aux isomérases 

PDI ou DsbC, la sulfhydrile oxydase favorise donc l�obtention de protéines solubles, oxydées 

et adoptant le bon repliement.   

 

Par ailleurs, les quantités finales en protéines d�intérêt pures et correctement oxydées et repliées 

sont de l�ordre du mg (comprises entre 0,178 et 13 mg). Pour certaines protéines (1lmmA_m et 

1an1I_m), les quantités finales obtenues en protéines d�intérêt sont très importantes, 

(respectivement 13 et 12 mg). A l�inverse, deux plates-formes sont produites en quantités 

inférieures au milligramme : 2uuyB_m et 1osxA_m avec 0,319 mg et 0,565 mg respectivement. 

Ces quantités sont néanmoins suffisantes pour l�évaluation de la capacité des protéines 
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correspondantes à inhiber l�activité des MMPs. La faible quantité de protéine finale obtenue 

pour la plate-forme 1osxA_m (0,565 mg), en dépit de la quantité importante de protéine de 

fusion (336 mg), est probablement due aux caractéristiques physico-chimiques de la protéine 

d�intérêt entrainant une perte de rendement considérable lors des étapes de dialyse, de clivage 

et de purification par RP-HPLC. En effet, malgré une taille très petite (26 résidus), cette 

protéine est très hydrophobe (GRAVY = +0,369 ; Indice Aliphatique = 90) et donc très peu 

soluble dans les différents solvants et tampons utilisés, impliquant une perte de produit au 

niveau des étapes finales de production. Concernant la plate-forme 2uuyB_m, la très faible 

quantité de protéine finale obtenue est probablement due au nombre élevé de ponts disulfures 

contenus dans la protéine d�intérêt (4 ponts disulfures) impliquant des pertes importantes 

correspondant à une accumulation de formes non oxydées ou partiellement oxydées, et celles 

dont les ponts disulfures ne sont pas correctement appariés.  

 

Tableau III.2: Rendements de production des plates-formes obtenues par voie recombinante, avec ou sans co-expression de la 
sulfhydrile oxydase.  

 Production sans co-expression avec la sulfhydrile oxydase 
 

Code PDB Quantité de protéine  
de fusion (mg/L  

de culture) 

Quantité théorique  
de protéine d�intérêt 

(mg) 

Quantité finale  
de protéine d�intérêt 

(mg) 

Rendement total 
de production (%) 

2f3cI_m 120  20,4 0,700 3,5 

2uuyB_m 87  14,8 0,250 1,6 

1scyA_m 117 12,9 1,15 8,8 

1rooA_m 73 9,3 0,178 1,9 

2it8A_m 291  29,1 0,890 3,0 

 Production avec co-expression avec la sulfhydrile oxydase 

2uuyB_m 75 12,7 0,319 2,5 

1osxA_m 336 30,2 0,565 1,9 

1cz6A_m 145 13 1,75 13,5 

1lmmA_m 277 38,8 13 33,5 

1rooA_m 104 13,2 2,3 17,4 

1an1I_m 240 34,5 12 34,7 
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En conclusion, toutes les plates-formes identifiées in silico (à l�exception de l�endothelin 1 

produite par synthèse chimique) ont pu être produites par voie recombinante en utilisant une 

stratégie reposant sur : une production en protéine de fusion avec DsbC comme partenaire 

solubilisant et oxydant, une co-expression de la protéine de fusion avec la sulfhydrile oxydase 

pour l�amélioration des rendements de production et d�oxydation, une purification par affinité 

grâce à une étiquette 6(His) et un clivage à la protéase TEV pour libérer la protéine d�intérêt. 

Ce protocole optimisé a permis de produire des protéines très différentes du point de vue de la 

taille, du nombre de ponts disulfures et des propriétés physico-chimiques. Les quantités finales 

de peptide pur oxydé sont de l�ordre du mg et sont suffisantes pour la réalisation des tests de 

caractérisation et d�inhibition sur les MMPs. Les analyses par chromatographie liquide couplée 

à la spectrométrie de masse montrent que le peptide d�intérêt est correctement oxydé, que son 

extrémité N-terminale est libre, et qu�il possède la séquence du motif d�intérêt.   

 

III.3 Evaluation des mini-protéines comme inhibiteurs de MMPs 

 

Toutes les protéines natives produites par voie chimique, les protéines commerciales 

ainsi que les protéines produites par voie recombinante et portant le motif fonctionnel d�intérêt 

ont été testées pour leur capacité à inhiber les MMPs. L'inhibition des MMPs par les mini-

protéines produites a été évaluée par des tests enzymatiques dont le principe repose sur l�effet 

de la présence de la mini-protéine étudiée sur le clivage d�un substrat à fluorescence quenchée 

(le substrat subit une exaltation de sa fluorescence lorsqu�il est clivé) par les MMPs.  

 

Les candidats ligands ont été conçus via le greffage d�un motif fonctionnel identifié sur un 

inhibiteur à large spectre des MMPs, le TIMP-2. Par ailleurs, aucun critère de sélection 

spécifique d�un membre particulier de la famille des MMPs n�a été utilisé pour la sélection des 

protéines plates-formes capables de reproduire la topologie fonctionnelle du motif greffé. De ce 

fait, aucune sélectivité particulière n�est attendue pour ces différents candidats ligands. Leur 

activité inhibitrice a donc été déterminée sur plusieurs MMPs. Au total, 6 membres de la 

famille des MMPs ont été testés : MMP-2, -8, -9, -12, -13 et -14.  Les résultats obtenus sont 

présentés dans le tableau III.3.  
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Tableau III.3 : Constantes d�inhibition (µM) de l�activité enzymatique des MMPs par les plates-formes natives portant le motif 
de liaison natif (vert) et les plates-formes portant les résidus spécifiques du motif de liaison du ligand de référence (rouge). 
(ND : Non Déterminé). 
 

Code PDB Motif  MMP-2 MMP-8 MMP-9 MMP-12 MMP-13 MMP-14 

1edpA CSCS 7  2  7  1  0,45 ND 

1edpA (1-18)  CSCS ND 3 10 7 3 ND 

Endothelin 3 CTCF 10 5  4 ND 0,80 ND 

1scyA AFCN 10 12 7 79 ND ND 

1scyA_m SSCS 150 75 130 160 440 ND 

1rooA RSCI ND 70 ND ND ND ND 

1rooA _m SSCS 182 54 102 457 381 591 

1lmmA EDCI ND 65 ND ND ND ND 

1lmmA _m SSCS 18 11 32 34 68 24 

2f3cI CACP 56 56 51 77 143 217 

2f3ci _m CSCS 32 6 36 31 73 100 

2uuyB CTVP 10 4 20 8 9 129 

2uuyB _m  CSSS 69 24 39 160 158 ND 

2it8A GVCP 155 84 142 > 300 > 400 ND 

2it8A_m SSCS 173 70 157 > 600 > 600 > 600 

1an1I_m SSCS 22 5 30 136 38 132 

1cz6A_m SSCS 92 40 45 582 183 213 

1osxA_m SSCS 97 54 58 197 206 582 

 

Les résultats obtenus montrent que tous les candidats ligands conçus in silico et produits 

expérimentalement sont capables d�inhiber les MMPs testées avec des constantes d�inhibition 

mesurables comprises entre 450 nM et 590 µM, à l�exception de la plate-forme 2it8A. En effet, 

les MMP-12, -13 et -14 ne montrent pas de variation d�activité catalytique en présence de 600 

mM de 2it8A_m. 

L�inhibiteur le plus affin envers les MMPs testées est l�endothelin 1 qui possède naturellement 

le motif fonctionnel du TIMP-2 (CSCS), avec des valeurs de Ki comprises entre 1 et 7 µM et 

un Ki sub-micromolaire pour la MMP-13 (Ki = 450 nM). A titre d�exemple, la courbe 

d�inhibition correspondant au test réalisé avec la plate-forme native 1edpA sur la MMP-13 est 

représentée dans la figure III.5.  
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Figure III.5: Courbe d�inhibition de la plate-forme native 1edpA sur la MMP-13 représentant le pourcentage d�inhibition 

obtenu sur l�enzyme testée en fonction de la concentration de la plate-forme. La valeur de la constante d�inhibition (m1) est de 
451 nM.      

 

La forme native de la plate-forme 2uuyB a également montré une bonne affinité envers les 

MMPs testées : les constantes d�inhibition sont proches du micromolaire pour les MMP-2, -8, -

9, -12 et -13 (entre 4 et 20 µM). Sur la MMP-8 en particulier, plusieurs plates-formes ont 

montré des affinités élevées : 2uuyB, 1an1I_m et 2f3cI_m avec des Ki compris entre 4 et 6 µM. 

 

Par ailleurs, la comparaison entre les constantes d�affinité obtenues pour les plates-formes 

portant un motif natif et celles obtenues pour les plates-formes mutées portant le motif à greffer 

permet d�évaluer l�importance de la nature des résidus spécifiques du motif de référence. De 

manière générale, on note que les plates-formes portant le motif natif (1scyA, 1rooA, 1lmmA, 

2f3cI, 2uuyB et 2it8A) possèdent également des affinités mesurables pour les différentes 

MMPs testées, comprises entre 7 et 217 µM. Ce résultat était attendu car les résidus du motif 

fonctionnel établissent des interactions intermoléculaires avec différents résidus de la cible via 

leur chaine principale et non par le biais de leurs chaines latérales. Dans le cas de la plate-forme 

2it8A, ni la forme mutée portant le motif de référence (SSCS) ni la forme native (GVCP) ne 

sont de bons inhibiteurs de MMPs ; les constantes d�inhibition obtenues dans les deux cas pour 

les différentes MMPs testées sont similaires. En revanche, dans le cas de 1scyA, 2f3cI et 

2uuyB, les constantes d�inhibition varient entre les formes portant le motif natif et celles 

portant le motif de référence. Avec la plate-forme 2f3cI_m portant le motif CSCS, on note un 

léger accroissement de l�affinité pour les MMPs testées d�un facteur 1,5 à 9,5 par rapport à la 

plate-forme native portant le motif CACP. Cependant, pour 2uuyB, la plate-forme portant un 

motif natif (CTVP) possède une affinité plus élevée pour les MMPs testées que la version de 



PARTIE B  

CHAPITRE III : Production des ligands conçus in silico et caractérisation comme inhibiteurs de MMPs  

 227 

cette plate-forme 2uuyB_m portant le motif CSSS ; la perte d�affinité est d�un facteur 20 sur la 

MMP-12 à 2 sur la MMP-9. De manière similaire, en greffant le motif de référence SSCS sur la 

plate-forme 1scyA native portant le motif AFCN, une perte d�affinité est observée sur les 

MMPs testées avec en particulier une différence d�un facteur 18,5 sur les constantes 

d�inhibition déterminées sur la MMP-9 et un facteur 2 sur celles déterminées sur la MMP-12. 

Ces résultats indiquent donc que l�importance de la nature des résidus du motif dépend de la 

plate-forme considérée. Les effets constatés peuvent avoir de multiples origines enthalpiques 

ou entropiques dont l�identification demanderait une étude thermodynamique et structurale 

détaillée.  

 

Les 10 candidats ligands conçus in silico grâce au programme STAMPS et produits 

expérimentalement ont montré des affinités mesurables pour les 6 MMPs testées. L�inhibition 

de l�activité catalytique de ces enzymes montre également que les mini-protéines ciblent le site 

catalytique de ces MMPs. Les constantes d�association observées sont comprises entre 450 nM 

et quelques centaines de micromolaires. Ces données sont résumées sur la figure III.6. 

 

 
Figure III.6: Constantes d�inhibition mesurées pour les 10 ligands protéiques conçus in silico pour une série de MMPs (MMP-

2, -8, -9, -12, -13 et -14). Les données sont classées par gamme de constante d�inhibition exprimée en µM. Le nombre de 
valeurs figure en ordonnées. 

 

Cette figure montre que, à l�exception de 1edpA, la majorité des constantes d�association 

obtenues pour les 9 ligands protéiques se situe entre 10 et 200 mM. Cette observation montre 

que l�approche utilisée permet d�atteindre l�objectif assigné : concevoir une série de ligands 
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protéiques par greffage d�un motif fonctionnel sur une série de plates-formes protéiques 

capables de cibler un site précis à la surface d�une enzyme. Toutefois, nous observons que les 

constantes d�association obtenues sont le plus souvent modestes. Cette observation soulève des 

questions importantes concernant les limites de la méthode et la nécessité de prendre en compte 

d�autres facteurs permettant de caractériser la reproduction des interactions observées dans le 

complexe naturel. Cette question sera abordée dans la dernière partie des résultats. Par ailleurs, 

une phase d�optimisation expérimentale des candidats ligands obtenus est nécessaire afin 

d�améliorer l�affinité et/ou la sélectivité de ces ligands protéiques vis-à-vis des membres de la 

famille des MMPs. 

 

III.4 Optimisation de certaines mini-protéines identifiées in silico  

 

Des modifications ponctuelles des ligands protéiques conçus peuvent être envisagées 

pour accroître leur affinité initiale. Ceci a été envisagé pour les composés 1edpA (1-18) et 

1an1I_m en exploitant le mode de liaison décrit dans les modèles moléculaires réalisés. La 

plate-forme 1edpA (1-18) a été sélectionnée pour exploiter la structure particulière du sous site 

S1� des MMPs afin d�accroître l�affinité du composé initial. Des analogues de la position 2 de 

1edpA (1-18) (position dite P1� dans les substrats interagissant dans le sous site S1� de 

l�enzyme) ont été réalisés. La plate-forme 1an1I_m a été retenue pour étudier l�effet de 

mutations à sa surface en utilisant la structure du complexe issue de la phase de conception in 

silico et une méthode d�évaluation empirique de la variation d�énergie libre de liaison (FoldX).  

 

III.4.1 Variants de la plate-forme 1edpA pour la position 2 du motif de liaison 

Sur la base d�un modèle moléculaire réalisé avec la MMP-3 en interaction avec la plate-

forme de l�endothelin 1, des substitutions ponctuelles d�acides aminés ont été proposées. En 

particulier, pour la conception de variants de l�endothelin 1, nous avons choisi d�exploiter une 

caractéristique structurale des MMPs, qui est la présence d�une cavité profonde et hydrophobe 

désignée par le sous-site S1' (Chapitre IV). Le résidu en position 2 du motif de liaison du ligand 

naturel TIMP-2 ainsi que de 1edpA se positionne dans la cavité S1� du site actif des MMPs. Des 

études antérieures ont montré une préférence de ce sous site pour des résidus hydrophobes. Sur 
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la base de ces observations, nous avons incorporé dans la séquence de la plate-forme 1edpA (1-

18) en position 2 du motif, des résidus non-naturels possédant de longues chaînes hydrophobes 

susceptibles de s�insérer dans le sous site S1� des différentes MMPs (Figure III.7).  

 

 
Figure III.7: Différents résidus non naturels introduits en position 2 du motif de liaison de l�endothelin 1. De gauche à droite : 

Homophenylalanine, Biphenylalanine, Phenoxy-phenylalanine et Cyclohexyl-methoxy-phenylalanine. 

 

 

Quatre variants pour la position 2 du motif de 1edpA (1-18) ont été produits : 1edpA (1-18) 

S2hF avec un résidu homophenylalanine en position 2, 1edpA (1-18) S2FF avec un résidu 

biphenylalanine, 1edpA (1-18) S2FoF où la sérine est mutée en un résidu phenoxy-

phenylalanine et 1edpA (1-18) S2FoM où la sérine est mutée en un résidu cyclohexyl-

methoxy-phenylalanine. Ces 4 variants ont été produits par synthèse chimique selon le 

protocole de production mis au point et optimisé pour l�endothelin 1 (1-18). Ces analogues ont 

été purifiés, caractérisés et testés sur les 6 MMPs considérées. Les résultats de ces tests 

d�inhibition sont rapportés dans le tableau III.4.   



PARTIE B  

CHAPITRE III : Production des ligands conçus in silico et caractérisation comme inhibiteurs de MMPs  

 230 

Tableau III.4 : Constantes d�inhibition (µM) de l�activité enzymatique des MMPs par les variants de l�endothéline native 

1edpA. Les acides aminés non naturels sont notés en rouge. S : Sérine ; hF : Homophenylalanine ; M: Méthionine ; nL: 

norLeucine ; FoF : Phenoxy-phenylalanine ; FoM : Cyclohexyl-methoxy-phenylalanine ; FF : Biphenylalanine. 

Protéine  Motif  MMP-2 MMP-8 MMP-9 MMP-12 MMP-13 MMP-14 

1edpA (1-18) CSCS nd 3 10 7  3 nd 

1edpA (1-18) S2hF ChFCS 0,62 0,76 0,40 0,29 0,34 nd 

1edpA (1-18) M7nL CSCS 20 4 8 6 4 108 

1edpA (1-18) S2FoF, M7nL CFoFCS 23 8 4 5 9 55 

1edpA (1-18) S2FoM, M7nL CFoMCS 15 11 13 1 10 107 

1edpA (1-18) S2FF, M7nL CFFCS 1 1 0,67 0,63 0,41 nd 

 

 

Ces résultats montrent que la substitution de la sérine par le résidu non naturel 

homophenylalanine entraine une augmentation de l�affinité du composé d�un facteur de l�ordre 

de 20 pour les 5 MMPs testées (composés 1edpA (1-18) S2hF / 1edpA (1-18)). Cette 

substitution donne donc un variant plus affin que le ligand initial pour les MMPs testées avec 

des constantes d�inhibition comprises entre 290 et 760 nM. Une observation similaire est 

réalisée avec la substitution de la sérine en position 2 dans le composé1edpA (1-18) M7nL par 

le résidu biphenylalanine (composé 1edpA (1-18) S2FF, M7nL) qui entraine également une 

augmentation de l�affinité du composé jusqu'à un facteur 20 par rapport au composé initial. En 

revanche les substitutions de la sérine en position 2 par les acides aminés phenoxy-

phenylalanine et cyclohexyl-methoxy-phenylalanine ne conduisent pas à des augmentations 

d�affinité importantes. Les différences d�effet notées pour les 4 variants peuvent s�expliquer par 

la géométrie particulière des 4 acides aminés non naturels incorporés en position 2. En effet, un 

modèle de complexe entre la MMP-3 et le variant 1edpA (1-18) S2hF, illustré dans la figure 

III.8, a montré que la présence du groupement méthylène supplémentaire entre le Ca et le 

groupement aromatique de la chaine latérale du résidu homophenylalanine permet à ce résidu 

un ajustement de sa conformation pour pénétrer dans la cavité S1�.  
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Figure III.8: Positionnement du résidu en position 2 du motif de liaison du ligand dans la cavité S1� de la MMP. Modèle de 

complexe entre la MMP-3 représentée en mode surface et cartoon en gris et le variant 1edpA (1-18) S2hF représenté en mode 
cartoon en vert. Le résidu en position 2 homophenylalanine est représenté en mode bâtons dans la cavité S1�.  

 

L�absence de ce groupement méthylène entre le Ca et le groupement aromatique dans les 

résidus phenoxy-phenylalanine et cyclohexyl-methoxy-phenylalanine pourrait entrainer une 

gêne stérique à l�origine d�une pénalité énergétique compensant l�effet favorable attendu lié à la 

présence des groupements hydrophobes dans la cavité S1�.  

 

En conclusion, l�insertion d�un acide aminé non naturel à la place de la sérine en position 2 du 

motif a permis d�accroître, dans le cas des variants 1edpA (1-18) S2hF et 1edpA (1-18) S2FF, 

l�affinité de la plate-forme de 1ère génération 1edpA. Les effets de ces substitutions confirment 

le mode de liaison prévu par l�approche de conception de ligand protéique par greffage de motif 

fonctionnel. Ces composés constituent des molécules d�intérêt possédant des constantes 

d�inhibition de l�ordre de quelques centaines de nanomolaire qui seraient utilisables pour un 

travail systématique d�introduction de variabilité à l�interface avec les cibles afin de rechercher 

des composés sélectifs d�un membre particulier de la famille des MMPs.  

 

III.4.2 Variants de la plate-forme 1an1I_m par mutagénèse dirigée 

La plate-forme 1an1I_m recombinante a été choisie comme candidat pour la phase 

d�optimisation de séquence du fait du rendement élevé de production par voie recombinante de 

ce ligand (quantité de peptide final pur et oxydé de l�ordre de 12 mg). Ainsi, des substitutions 

d�acides aminés réalisées sur le ligand protéique artificiel 1an1I_m ont été recherchées afin 
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d�obtenir des variants plus affins de ce ligand protéique initial pour les MMPs testées. Cette 

étude s�est fondée sur l�exploitation d�un modèle moléculaire d�interaction de ce ligand 

protéique avec sa cible.  

Dans le but d�identifier les positions dans la séquence de 1an1I_m, situées à l�interface avec la 

cible et sur lesquelles des substitutions de résidus peuvent être introduites, un modèle 

moléculaire de complexe MMP-8/1an1I_m a été réalisé. Le choix de la MMP-8 pour la 

réalisation du modèle est justifié par l�affinité observée de la plate-forme 1an1I_m envers la 

MMP-8 (Ki = 4 µM). Le modèle moléculaire du complexe MMP-8/1an1I_m est réalisé en 

utilisant la structure MMP-14/1an1I_m issue de la conception in silico de ce ligand protéique. 

Le domaine catalytique de la MMP-8 est superposé au domaine catalytique de la MMP-14 dans 

le modèle MMP-14/1an1I_m. Les coordonnées résultantes de la MMP-8 et de 1an1I_m sont 

utilisées comme coordonnées initiales. Le protocole de relaxation par minimisation d�énergie et 

dynamique moléculaire, utilisé lors de la conception des ligands protéiques, est ensuite 

appliqué à la structure initiale MMP-8/1an1I_m. L�interface de la structure du complexe issu du 

dernier cycle de relaxation est analysée. Cette analyse a permis d�identifier 3 positions clé au 

niveau de la structure du ligand 1an1I_m pour l�introduction de mutations ponctuelles. Ces 

positions identifiées correspondent aux résidus Lys8, Leu10 et Ala22. Par ailleurs, de manière 

similaire au travail d�optimisation réalisé sur la plate-forme 1edpA(1-18), la position 2 du motif 

de liaison de la plate-forme 1an1I_m recombinante, correspondant au résidu Ser3, a également 

été retenue pour l�introduction de la variabilité. Les quatre positions étudiées sont représentées 

sur la figure III.9.  

 

 



PARTIE B  

CHAPITRE III : Production des ligands conçus in silico et caractérisation comme inhibiteurs de MMPs  

 233 

 

Figure  III.9: Structure 3D du complexe MMP-8/1an1I_m. La MMP-8 est représentée en mode surface en cyan 
et la plate-forme 1an1I_m est représentée en mode cartoon vert. Les résidus de 1an1I_m en bâtons roses situés 
à l�interface avec la cible représentent les positions privilégiées pour introduire des modifications ponctuelles. 

 

Le logiciel FoldX (Guerois et al., 2002) a été utilisé pour déterminer les substitutions les plus 

favorables du point de vue énergétique au niveau de ces 4 positions. Ce logiciel calcule la 

variation d�énergie libre **G liée à la mutation d�un résidu d�une séquence protéique. La 

variation d�énergie libre **G est donc calculée pour chacune des 20 substitutions possibles au 

niveau des 4 positions identifiées in silico. Les résultats reportés sur la figure III.10 montrent 

que les résidus les plus favorables énergétiquement sont Ile ou Met en position 3, Trp, Tyr et 

Met en positions 8, 10 et 22 respectivement. Afin de vérifier ce résultat obtenu sur la 15ème 

structure issue de la relaxation du complexe MMP-8/1an1I_m, les mêmes calculs ont été 

réalisés sur 2 autres structures issues du protocole de relaxation. Les substitutions les plus 

favorables pour les positions 3, 8, 10 et 22 dans ces deux structures sont identiques à celles 

obtenues avec la structure 15.      
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Figure III.10: Variation d�énergie libre **G (Kcal/mol), calculée avec le logiciel FoldX, et résultant de la mutation des résidus 

natifs de la plate-forme 1an1I_m en positions 3, 8, 10 et 22 par les 20 acides aminés naturels. Seules les substitutions 
énergétiquement favorables sont représentées dans le graphique (**G > 0).   

 

Sur la base de ces résultats, nous avons choisi de produire des variants basés sur des doubles 

mutations en gardant systématiquement la substitution Ser3Ile : Ser3Ile/Lys8Trp ; 

Ser3Ile/Leu10Tyr et Ser3Ile/Ala22Met, ainsi que deux variants basés sur des quadruples 

mutations :  

- Ser3Ile/Lys8Trp/Leu10Tyr/Ala22Met ; 

- Ser3Met/Lys8Trp/Leu10Tyr/Ala22Met.     

Les résidus Ile et Met semblent énergétiquement équivalents pour la position 3, des quadruples 

variants avec l�un ou l�autre de ces deux résidus ont donc été produits.  

 

Sur le plan expérimental, les variants de la plate-forme 1an1I_m ainsi conçus ont été produits 

par biologie moléculaire en système bactérien selon le protocole utilisé pour la production de la 

plate-forme recombinante 1an1I_m. Les différents plasmides d�expression pour les 5 variants 

sont obtenus à partir du plasmide d'expression portant le gène codant pour la protéine 1an1I_m 

en réalisant de la mutagénèse dirigée par PCR. Après production, purification et caractérisation 

des différents variants conçus in silico, l�affinité de ces variants pour les MMPs ciblées a été 

déterminée. Les résultats sont rapportés dans le tableau III.5. 
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Tableau  III.5: Constantes d�inhibition (µM) de l�activité enzymatique des MMPs pour la plate-forme 1an1I_m portant le motif 
d'intérêt (en rouge) et ses variants (en noir). 

Code PDB Motif  MMP-2 MMP-8 MMP-9 MMP-12 MMP-13 MMP-14 

1an1I_m  SSCS 22 5 30 136 38 132 

1an1I_m (S3M, K8W, L10Y, A22M) SMCS 13 2 20 36 11 59 

1an1I_m (S3I, K8W, L10Y, A22M) SICS 16 3 20 71 23 99 

1an1I_m (S3I, A22M) SICS 19 18 33 122 169 70 

1an1I_m (S3I, K8W) SICS 17 7 31 85 42 93 

1an1I_m (S3I, L10Y) SICS 26 16 24 85 64 51 

 

Les résultats des tests d�inhibition montrent que les deux variants portant les quadruples 

mutations S3M ou S3I/K8W/L10Y/A22M possèdent une meilleure affinité pour les MMPs par 

rapport à la plate-forme de 1ère génération 1an1I_m portant le motif d'intérêt. Toutefois les 

gains d�affinité observés sont très faibles (un facteur 1,5 à 3,7 entre le ligand initial 1an1I_m et 

le variant 1an1I_m S3M/K8W/L10Y/A22M sur les différentes MMPs testées).  

 

Ces résultats appellent plusieurs remarques. En dépit de l�utilisation du modèle moléculaire de 

l�interaction du composé initial 1an1I_m avec la cible MMP-8, le choix des substitutions 

d�acides aminés sur la base de l�estimation empirique de la variation d�énergie libre à l�aide 

d�une méthode comme FoldX (Guerois et al., 2002) ou Rosetta (Kortemme et Baker, 2002) 

comporte une incertitude importante. Le paramétrage de ces méthodes empiriques sur des bases 

de données de quelques centaines de mutations expérimentales dans quelques dizaines de 

complexes conduit à une situation où la déviation moyenne est de l�ordre de 1 kcal/mol. 

Cependant, l�examen détaillé de ces données montre que les écarts entre les données calculées 

et les données expérimentales peuvent être supérieurs à 5 kcal/mol dans certains cas. Par 

ailleurs, la plupart des mutations réalisées par des méthodes expérimentales aux interfaces 

protéine-protéine conduisent à des variations d�énergie libre d�association faibles (^ 1 

kcal/mol). Il serait donc nécessaire de pouvoir disposer de méthodes de calculs possédant une 

justesse de l�ordre de cette valeur. Il faut également garder en mémoire que la variation 

d�énergie libre consécutive à la substitution de plusieurs acides aminés ne correspond pas à la 

somme des contributions de chacune des substitutions. Ces observations suggèrent que 

l�optimisation d�interface protéine-protéine est à ce jour difficilement réalisable in silico par 

des méthodes de calculs reposant sur des estimateurs empiriques de la variation d�énergie libre 
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tels que FoldX ou Rosetta. Cette optimisation doit être abordée à l�aide d�une approche 

expérimentale permettant de produire et de tester un grand nombre de ces variants impliquant 

de multiples substitutions simultanées d�acides aminés à l�interface considérée. 

 

III.5 Caractérisation structurale de l�interaction mini-protéine/MMP 

 

Les données de liaison des candidats ligands et de certains de leurs analogues, obtenues 

au cours de ce travail suggèrent fortement que le mode de liaison de ces composés correspond 

aux modèles d�interactions établis au cours de la conception in silico.  Ce mode est guidé par la 

présence du motif fonctionnel « greffé » sur les différentes plates-formes. Nous avons 

néanmoins cherché à caractériser expérimentalement ce mode de liaison. Ainsi, des études de 

cristallogenèse de l�interaction entre certains ligands protéiques conçus in silico et le domaine 

catalytique de la MMP-12 ont été entreprises. Pour ce faire, nous avons sélectionné certains des 

variants synthétiques de 1edpA possédant les affinités les plus élevées pour les domaines 

catalytiques testés tels 1edpA (1-18) S2FF. Des essais de cristallogenèse ont également été 

obtenus avec le composé 1edpA possédant une sérine en position 2 (1edpA (1-18)). Le choix de 

mener ces essais de cristallogenèse sur ces deux composés en interaction avec la MMP-12 était 

motivé par leur affinité élevée pour ce domaine catalytique mais également par l�expérience 

acquise au laboratoire concernant la cristallisation de complexes de la MMP-12. 

 

La méthodologie utilisée dans les essais de cristallogenèse est celle de la goutte assise en 

diffusion de vapeur permettant l'obtention de cristaux de MMP en complexe avec des 

inhibiteurs possédant des affinités µM pour leur cible. Les cristaux de MMP sont formés à 

partir d�un mutant inactif F67D du domaine catalytique de la MMP-12 humaine, en présence 

d�un inhibiteur à large spectre des MMPs, le AHA, avant d�être transférés dans un bain 

contenant le ligand protéique d�intérêt. Des cristaux ont été obtenus pour les deux analogues 

1edpA (1-18) et 1edpA (1-18) S2FF. Les cristaux obtenus avec le composé 1edpA (1-18) 

S2FF ont diffracté à une résolution de 2,2 Å et ceux obtenus avec 1edpA (1-18) à 2,8 Å. 

L�analyse des données obtenues pour 1edpA (1-18) S2FF a permis de caractériser la structure 

du motif 1-4 porté par 1edpA (1-18) S2FF dans le site catalytique de la MMP-12. La densité 

électronique correspondant à ce motif est représentée sur la figure III.11.  
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Figure III.11: Densité électronique correspondant à la structure cristallographique du variant 1edpA (1-18) 

S2FF en complexe avec la MMP-12. La vue agrandie montre la densité électronique des atomes des 4 résidus 
formant le motif de liaison du ligand dans le site actif de la MMP.  

 

 

 

 
Figure III.12 : Structure cristallographique aux rayons X du variant 1edpA (1-18) S2FF en complexe avec le 
domaine catalytique de la MMP-12h. A gauche : Vue de face du complexe. Les protéines sont représentées en 
mode cartoon en gris pour la MMP-12h et en vert pour le ligand ; le motif de liaison du ligand est représenté   

en mode bâtons et le zinc catalytique est représenté par une sphère orange. A droite : Vue en coupe de la MMP-
12h représentée en mode surface, mettant à nu la cavité S1� dans laquelle plonge l�acide aminé biphenylalanine.     
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La structure expérimentale du complexe MMP-12/1edpA (1-18) S2FF montre que le ligand 

interagit dans le site actif de la MMP-12 de manière identique au mode d�interaction décrit par 

les modèles moléculaires établis au cours de la phase de conception in silico, et de manière 

identique aux inhibiteurs naturels de MMPs : les TIMPs. En particulier, les résultats indiquent 

que le mode d�interaction du motif 1-4 présent au niveau de l�extrémité N-terminale de 

l�analogue 1edpA (1-18) S2FF est similaire à celui observé dans le ligand naturel TIMP-2. La 

figure III.10 montre le résidu Cys 1 du motif de liaison en interaction avec le zinc catalytique 

de la MMP-12 qui est entouré des résidus His217 et His222. Dans le cas particulier du 

complexe MMP-12h/1edpA (1-18) S2[[, la structure cristallographique met en évidence 

l�acide aminé biphenylalanine plongeant dans la cavité S1' (Figure III.12). En confirmant le bon 

mode de liaison de la plate-forme avec la cible, cet important résultat valide les hypothèses sur 

lesquelles se fonde la conception de mini-protéines inhibitrices de MMPs dans ce projet. 

 

 
Figure III.13: Superposition des motifs 1-4 du variant 1edpA (1-18) S2FF et du ligand de référence TIMP-2. Les motifs sont 
représentés en mode bâtons et correspondent à la structure cristallographique du variant 1edpA (1-18) S2[[ (vert) issue du 

complexe avec la MMP-12, et à la structure cristallographique du TIMP-2 (rose) issue du complexe 1bqq. Le zinc catalytique 
est représenté par une sphère orange.    

 

La superposition des résidus du motif 1-4 du composé 1edpA (1-18) S2FF dans le cristal 

obtenu en interaction avec la MMP-12 montre un excellent accord avec la structure du segment 

1-4 de l�inhibiteur naturel TIMP-2 en complexe avec la MMP-14 (Figure III.13) ; le calcul de 

RMSD sur les positions des 8 atomes Ca et Cb du motif mime (C-FF-C-S) du variant 1edpA 

(1-18) S2FF superposés aux Ca et Cb du motif de référence (C-S-C-S) du TIMP-2 (structure 

1bqq) donne une valeur égale à 0,566 Å. 

Des observations très similaires ont été faites en analysant la structure 3D obtenue par 

diffraction X pour le complexe du composé 1edpA (1-18) en interaction avec la MMP-12. Le 
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segment 1-4 (CSCS) de ligand protéique interagit au c�ur du site catalytique de l�enzyme et le 

résidu sérine en position 2 occupe le sous-site S1�. 

 

Les distances interatomiques entre le motif CSCS de 1edpA (1-18) et la MMP-12 ainsi que 

celles caractérisant l�interaction du motif C-FF-C-S de 1edpA (1-18) S2FF avec le domaine 

catalytique de la MMP-12 ont été calculées à partir de la structure cristallographique des 

complexes obtenus. Ces distances ont été comparées avec celles observées entre le motif 

fonctionnel CSCS du ligand naturel TIMP-2 et les résidus du domaine catalytique de la MMP-

14, calculées à partir de la structure cristallographique du complexe 1bqq (Tableau III.6).    

 
 
Tableau III.6 : Distances interatomiques (Å) entre le motif CSCS du ligand de référence TIMP-2 et le domaine catalytique de la 
MMP-14, calculées à partir de la structure cristallographique du complexe 1bqq. Ces distances interatomiques sont comparées 

avec celles observées entre le motif CSCS de 1edpA (1-18) ou le motif C-FF-CS du variant 1edpA (1-18) S2FF et le domaine 
catalytique de la MMP-12, à partir des structures cristallographiques des complexes correspondants. Pour les résidus des 
MMPs, la numérotation correspond à celle de la MMP-14 à gauche et à celle de la MMP-12 à droite.   
 

     Résidu      N° Atome      Résidu        N° Atome 1bqq 

1edpA 

(1-18) 

1edpA 

(1-18)S2FF 

Ligand CYS 1 N MMP ZN 289/264      ZN 2,9 2,0 4,0 

Ligand CYS 1 O MMP ZN 289/264 ZN 2,0 2,1 2,0 

Ligand CYS 1 N MMP GLU 240/219 OE2 2,7 2,7 2,9 

Ligand SER/FF 2 N MMP ALA 200/182 O 3,1 3,5 3,0 

Ligand SER/FF 2 O MMP ALA 200/182 N 3,8 3,7 3,5 

Ligand SER/FF 2 OG MMP GLU 240/219 OE1 2,9 4,5 - 

Ligand SER/FF 2 O MMP LEU 199/181 N 2,7 2,7 2,8 

Ligand CYS 3 N MMP PRO 259/238 O 3,1 3.7 3,4 

Ligand CYS 3 O MMP TYR 261/240 N 3,0 3,6 2,8 

Ligand SER 4 N MMP GLY 197/179 O 3,1 3,0 2,9 

 

Pour les deux complexes obtenus avec les analogues de 1edpA, la majorité des distances 

calculées pour les deux ligands artificiels sont proches de celles observées pour le ligand 

naturel. Pour ce qui concerne le ligand 1edpA (1-18) S2FF, 9 distances sur les 10 mesurées 

diffèrent de moins de 0,3 Å de celles observées dans le complexe TIMP-2/MMP-14. Cette 

importante similarité des distances caractéristiques des interactions intermoléculaires est 

illustrée sur la figure III.14. Dans le cas du composé 1edpA (1-18), 6 distances sur les 10 

mesurées diffèrent de moins de 0,1 Å de celles observées dans le complexe TIMP-2/MMP-14 
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et 3 distances montrent des écarts compris entre 0,1 et 0,6 Å (Tableau III.6). Pour les deux 

ligands artificiels, l�écart le plus important observé avec la structure TIMP-2/MMP-14 

concerne l�interaction de l�atome N terminal du motif 1-4 avec le Zinc (0,9 et 1,1 Å pour 

1edpA (1-18) et 1edpA (1-18) S2FF respectivement). On voit que pour les deux analogues de 

1edpA, la plupart des distances interatomiques observées avec des atomes du domaine 

catalytique de la MMP-12 sont compatibles avec l�établissement des différentes interactions 

identifiées dans le complexe de référence. Toutefois les différences observées peuvent avoir des 

conséquences sur les énergies d�interaction de ces composés avec les MMPs.  

 

 
Figure III.14 : Distances interatomiques entre le motif de liaison du ligand et les résidus avoisinants du domaine catalytique de 
la MMP. La MMP est représentée en mode cartoon en cyan et le zinc catalytique en sphère grise. Les résidus impliqués dans les 
interactions interatomiques sont représentés en bâtons et les distances interatomiques en pointillés noirs. A : Motif fonctionnel 

CSCS du TIMP-2 en interaction avec les résidus de la MMP-14 (Code PDB 1bqq). B : Motif de liaison C-FF-C-S du variant 

1edpA (1-18) S2FF en interaction avec les résidus de la MMP-12.   

 

 

L�obtention de la structure tridimensionnelle des variants 1edpA (1-18) et 1edpA (1-18) S2FF 

par cristallographie avec une bonne résolution (2,8 et 2,2 Å respectivement) a permis de 

déterminer sans ambigüité le positionnement du motif de liaison dans le site actif de la MMP-

12. Ces résultats montrent que les résidus du motif 1-4 se positionnent de manière similaire 

dans le contexte des ligands artificiels et dans celui du ligand naturel. Cette observation valide 

l�approche de conception in silico qui a permis de concevoir ces ligands protéiques artificiels 

en greffant le motif fonctionnel d�intérêt sur des plates-formes protéiques. La majorité des 

distances interatomiques caractéristiques des interactions intermoléculaires établies entre le 

motif 1-4 des ligands artificiels et le domaine catalytique de la MMP sont proches de celles 

mesurées entre les résidus du motif fonctionnel du ligand naturel TIMP-2 et les résidus 

B A 
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avoisinants de la MMP-14. Cependant, quelques distances présentent des différences qui 

pourraient contribuer à la plus faible affinité observée pour les ligands protéiques artificiels 

comparés aux ligands naturels. Ceci nous a incités à étudier en détails les caractéristiques 

géométriques et la stabilité des interactions intermoléculaires établies par ce motif 1-4 du 

TIMP-2 dans les différents contextes structuraux des ligands protéiques artificiels. 

 

III.6 Etude de la stabilité des interactions par dynamique moléculaire  

 

Les observations réalisées dans les complexes des ligands artificiels 1edpA (1-18) et 

1edpA (1-18) S2FF en interaction avec la MMP-12 ont montré que le principe de la méthode 

de conception de ligand protéique mise en �uvre dans ces travaux pouvait permettre d�obtenir 

des ligands artificiels en contrôlant la position ciblée par ces ligands. Ceci est réalisé via le 

greffage d�un motif fonctionnel reproduisant un ensemble d�interactions intermoléculaires 

observées dans le complexe d�un ligand de référence en interaction avec la cible considérée. 

Dans le cas présent, les observations structurales faites avec les analogues de 1edpA montrent 

que, si une très grande majorité des interactions peut être reproduite, les caractéristiques 

géométriques de celles-ci peuvent présenter des différences avec celles observées dans le ligand 

naturel. Ces différences peuvent être à l�origine de la moindre affinité observée dans la série 

des 10 ligands protéiques artificiels comparée à celle des ligands naturels.   

 

Malgré les efforts importants réalisés, nous n�avons pas pu obtenir de cristaux d�autres ligands 

artificiels en interaction avec des domaines catalytiques de MMPs. Ces données structurales 

auraient pu permettre une meilleure compréhension des raisons pour lesquelles les affinités 

mesurées pour ces autres ligands protéiques se situent majoritairement entre le micromolaire et 

quelques centaines de micromolaires. Ces faibles affinités peuvent avoir de multiples origines, 

en particulier des interfaces « non idéales » avec la cible. Cependant, il est possible que, dans le 

contexte des plates-formes identifiées, les interactions réalisées entre le motif 1-4 et la cible ne 

soient pas reproduites de manière satisfaisante. Les observations faites dans les complexes des 

analogues de 1edpA ont montré que, bien que le positionnement relatif des groupements des 

résidus 1-4 vis-à-vis de la MMP-12 soit similaire à ce qui est observé dans le ligand naturel, des 

différences dans la géométrie précise de ces interactions peuvent exister. Nous avons donc 
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cherché à mieux caractériser ces interactions et à évaluer leur stabilité relative en réalisant pour 

les 10 ligands protéiques artificiels en complexe avec la MMP-14, des simulations de 

dynamique moléculaire dans l�eau.  

 

Les trajectoires obtenues pour les 10 ligands protéiques en complexe avec la MMP-14 ont été 

analysées et comparées à la trajectoire réalisée pour le complexe naturel TIMP-2/MMP-14. 

Deux paramètres ont été calculés pour les interactions caractéristiques établies entre les atomes 

du segment 1-4 et les atomes correspondants de la MMP-14 : les distances moyennes au long 

de la trajectoire et les taux d�occupation de ces interactions définis comme la fraction de temps 

pendant laquelle l�interaction est établie sur la durée de la trajectoire analysée. Cette durée a été 

déterminée en analysant les fluctuations des positions des atomes Ca des deux protéines par 

rapport à la structure de départ. A titre d�exemple, cette évolution est illustrée pour le complexe 

MMP-14/1edpA (1-18) sur la figure III.15. On peut voir que, au cours de la première partie de 

la simulation, la structure évolue sensiblement par rapport à la structure de départ. Sur cette 

figure on constate que le RMSD sur les positions des deux partenaires n�évolue plus après 

environ 200 ps. Une constatation similaire est faite concernant l�aire de l�interface du ligand 

1edpA (1-18) dont la valeur évolue dans les premières 200 ps pour se stabiliser dans la suite de 

la trajectoire.  

 

 
Figure III.15: Analyse de la simulation réalisée pour le complexe MMP-14/1edpA (1-18) dans l�eau. Le RMSD sur les 

positions des Ca des deux partenaires par rapport à la structure initiale (A) et l�évolution de la taille de l�interface du ligand (B) 
au cours de la trajectoire sont indiqués. 
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Il est à noter que la valeur moyenne de cette aire est supérieure de 10 à 15 % à la valeur 

calculée dans la structure initiale suggérant qu�une optimisation de l�interface a lieu dans les 

conditions de cette simulation. Toutefois, les différences structurales observées entre la 

structure initiale et des structures extraites de la seconde moitié de la trajectoire sont très 

faibles. Ces observations nous ont conduit à réaliser les calculs de moyenne de distance sur la 

deuxième moitié des trajectoires obtenues pour ces 10 ligands protéiques (t compris entre 500 

ps et 1 ns). 

 

La figure III.16 illustre les fluctuations observées pour un jeu des distances caractéristiques de 

l�interaction du motif 1-4 dans le ligand protéique 1edpA (1-18) avec la MMP-14. Après la 

période d�établissement de l�équilibre, les distances fluctuent autour d�une valeur moyenne. 

Les amplitudes de ces fluctuations sont variables et pour certaines d�entre elles importantes. 

Cette observation nous a conduit à calculer, pour les complexes étudiés, les taux d�occupation 

caractéristiques des interactions entre le motif 1-4 et la MMP-14 que nous cherchons à mimer. 

Ces occupations sont définies pour chaque interaction comme la fraction du temps pendant 

laquelle l�interaction est considérée comme établie. Ces valeurs ont été comparées à celles 

observées dans la simulation du complexe naturel TIMP-2/MMP-14. Les données sont 

reportées dans le tableau III.7. Dans le cas du complexe naturel, à l�exception de la liaison 

hydrogène MMP-14 A200(O) � TIMP-2 S2(N), présente 62 % du temps, les interactions 

analysées sont stables sur la durée de la trajectoire analysée (500-1000 ps) (taux d�occupation 

1). Une situation similaire est observée pour 1edpA (1-18) où les interactions analysées, à 

l�exception d�une seule d�entre elles, présentent des taux d�occupation supérieurs à 80 %. 

Parmi les 10 ligands protéiques, 3 montrent une absence de l�interaction entre l�amine 

terminale du motif 1-4 et le zinc catalytique (1an1I_m, 1rooA_m et 1scyA_m). L�examen des 

trajectoires montre que ceci est lié à l�établissement d�interactions intramoléculaires des ligands 

entre cette amine terminale et des groupes présents à la surface du ligand. L�absence de 

contrôle structural lié à la nature du résidu 1 (sérine) autorise les modifications de conformation 

nécessaires à l�établissement de ces interactions intramoléculaires. Toutefois, on voit également 

dans d�autres plates-formes, que la présence d�une sérine en position 1 peut conduire à la 

reproduction correcte de l�interaction de l�amine terminale avec le zinc (1cz6A_m, 1lmmA_m, 

1osxA_m, 2it8A_m et 2uuyB_m). 
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Figure III.16 : Analyse de la simulation réalisée pour le complexe MMP-14/1edpA (1-18) dans l�eau. Les distances reportées 

en A sont : MMP-14(ZN) � 1edpA (1-18) Cys1-N (rouge), MMP-14(ZN) � 1edpA (1-18) Cys1(O) (noir), MMP-14 A200(O) � 
1edpA(1-18) Ser2(N) (vert), MMP-14 A200(N) � 1edpA(1-18) Ser2(O) (bleu) et en (B) : MMP-14 P259(O) � 1edpA(1-18) 

Cys3(N) (orange),  MMP-14 P261(N) � 1edpA(1-18) Cys3(O) (turquoise) et MMP-14 G197(O) � 1edpA(1-18) Ser4(N) 
(violet). 

 

Tableau III.7: Occupations calculées sur la trajectoire de dynamique moléculaire dans d�eau (500-1000 ps) pour un ensemble 
d�interactions entre les résidus du motif 1-4 dans les ligands naturels et artificiels et la MMP-14. Les valeurs inférieures à 0,8 
sont indiquées en gras. Pour les interactions impliquant le zinc catalytique, le critère retenu est que la distance entre les deux 
atomes soit inférieure à 2,9 Å. Pour les liaisons hydrogène, un double critère est appliqué : que la distance ente le proton lié au 
donneur et l�accepteur soit inférieure à 2,8 Å et que l�angle DHA soit inférieur à 120 °.  

 

Ligand 
Protéique 

1_N 1_O 2_N 2_O 3_N 3_O 4_N 

MMP-14 ZN1 ZN1 ALA200(O) ALA200(N) PRO259(O) TYR261(N) GLY197(O) 

1bqqT 1 1 0,62 1 0,99 1 1 

1an1I_m 0 1 0,02 0,98 0,97 0,62 0 

1cz6A_m 1 1 0,79 1 0,98 0,97 0 

1edpA 1 1 0,96 1 0,72 1 1 

1lmmA_m 1 1 0,96 0,99 0,99 0,96 0,89 

1osxA_m 1 1 0,57 1 0,99 0,66 1 

1rooA_m 0 1 0 0,67 0,95 1 0,96 

1scyA_m 0 1 0,02 0,91 0,99 1 0,08 

2f3cI_m 1 1 0,81 1 0,95 0,27 0,92 

2it8A_m 1 1 0,35 0,57 0,94 0,99 0,99 

2uuyB_m 1 1 0,52 1 0,64 0,47 1 

 

 

L�analyse de ces trajectoires montre que la plupart des interactions sont reproduites dans les 10 

ligands étudiés. Toutefois, il existe quatre plates-formes pour lesquelles on observe une ou 

plusieurs interactions possédant un taux d�occupation voisin ou égal à 0 (1cz6A_m : 1, 
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1rooA_m : 2, 1an1I_m et 1scyA_m : 3). Les distances interatomiques moyennes correspondant 

à ces interactions calculées sur la seconde moitié de la trajectoire (Tableau III.8) confirment les 

observations faites avec les taux d�occupation. On note également l�excellent accord entre les 

distances moyennes calculées sur la trajectoire réalisée pour le complexe naturel MMP-

14/TIMP-2 et les valeurs obtenues dans la structure cristallographique 1bqq (Tableau III.6). 

 

Tableau III.8: Distances interatomiques moyennes calculées au cours de la simulation de dynamique moléculaire dans l�eau, 
caractéristiques des interactions établies entre le motif 1-4 dans les ligands naturel/artificiels et la MMP-14. 

 

 

 

 

III.7 Conclusion  

Cette étude montre que la majorité des 10 plates-formes sélectionnées pour le greffage 

du motif fonctionnel 1-4 du TIMP-2 peut conduire à une reproduction satisfaisante des 

interactions intermoléculaires établies par ce motif dans le contexte du ligand protéique naturel, 

le TIMP-2. Toutefois, les simulations de dynamique moléculaire réalisées avec les 10 

complexes montrent également que plusieurs de ces plates-formes sont susceptibles de ne pas 

reproduire certaines de ces interactions. D�autre part, la stabilité de certaines interactions 

reproduites dans le contexte du ligand artificiel pourrait être réduite par rapport à celle observée 

dans le complexe de la MMP-14 avec le ligand naturel.  
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On peut enfin noter qu�il n�est pas possible de corréler directement les effets dynamiques 

observés concernant les interactions entre le motif greffé et la MMP-14 avec les affinités 

mesurées des composés correspondants. En effet, d�autres facteurs varient d�une plate-forme à 

l�autre, en particulier la composition spécifique de chacune des interfaces. Il est néanmoins 

probable qu�une reproduction imparfaite des interactions du motif greffé, tant sur le plan 

géométrique que dynamique, puisse contribuer à la plus faible affinité observée pour les 10 

candidats ligands conçus dans le cadre de ce travail. Ceci suggère également que la sélection 

des plates-formes pourrait tirer bénéfice de la prise en compte des aspects dynamiques révélés 

par les simulations présentées ci-dessus. 
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Affinités mesurables et diversité de ligands : des atouts pour le développement des 

méthodes hybrides :  

La conception in silico de ligands protéiques constitue aujourd�hui une voie de grand intérêt 

pour le développement de molécules d�intérêt thérapeutique ou diagnostique. Les progrès très 

importants réalisés dans ce domaine sont liés à la conjonction de plusieurs facteurs. Tout 

d�abord, les données structurales concernant les structures tridimensionnelles de protéines et de 

complexes protéiques naturels disponibles ne cessent de s�accroitre. La PDB contient à ce jour 

84223 structures dont 77958 structures de Protéine (RCSB 08/12), la très grande majorité 

d�entre elles sont des structures obtenues par diffraction des rayons X. D�autre part, pour 

exploiter cette ressource structurale, des programmes de plus en plus rapides et efficaces ont été 

développés permettant l�identification de motifs de résidus dans une topologie définie au sein 

des structures de protéines. Parmi ceux-ci, le programme STAMPS développé au laboratoire a 

déjà permis de réaliser plusieurs applications (Amrein et al., 2012; Magis et al., 2006). Les 

moyens de calculs aujourd�hui accessibles constituent également un atout important pour la 

conception in silico de protéines artificielles. Enfin, on doit noter que les derniers succès 

spectaculaires reportés en matière de conception in silico de ligands protéiques (Azoitei et al., 

2012; Azoitei et al., 2011; Fleishman et al., 2011) et de conception d�enzymes artificielles 

(Jiang et al., 2008; Rothlisberger et al., 2008; Siegel et al., 2010) sont liés au couplage de 

méthodes de conception in silico avec des méthodes d�optimisation expérimentales 

extrêmement puissantes des structures protéiques initiales obtenues in silico (Peisajovich and 

Tawfik, 2007). Ces observations suggèrent que l�avenir proche pourrait voir se généraliser des 

approches hybrides de conception de ligands protéiques dans lesquelles la phase de conception 

in silico joue un rôle central (Figure IV.1). Le succès de telles approches dépendra de 

l�efficacité de la phase initiale de conception in silico. A l�issue de cette  phase de conception, il 

est essentiel que les ligands protéiques conçus possèdent une affinité mesurable et 

suffisamment élevée pour la cible, permettant de faciliter leur évaluation expérimentale. 

D�autre part, pouvoir disposer d�une série de ligands protéiques présentant des caractéristiques 

physico-chimiques différentes et des modes de liaison différents à la surface de la cible pourrait 

accroitre les chances finales de succès. En effet, chaque candidat ligand protéique est 

susceptible de ne pas satisfaire l�une des nombreuses étapes séparant sa conception in silico de 

son utilisation finale dans un contexte diagnostique ou thérapeutique. En effet, la facilité de 

production de la protéine plate-forme avec un rendement suffisant, sa sélectivité vis à vis de la 
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cible, sa pharmaco-cinétique, sa pharmaco-dynamique et sa stabilité in vivo, sont autant de 

paramètres qui ne peuvent pas être pris en compte dans la conception initiale. Pouvoir disposer 

de plusieurs plates-formes pour le développement d�un ligand peut donc constituer un atout 

important pour atteindre l�objectif. 

 

 
Figure IV.1 : Schéma de principe des approches hybrides de conception de ligands protéiques par greffage de motifs 

fonctionnels. Des candidats ligands sont conçus in silico grâce au greffage de motifs de résidus à la surface de plates-formes 
protéiques de petites tailles. Après mise en évidence d�une affinité initiale, des bibliothèques de variants conçus en exploitant le 

mode de liaison imposé par le greffage du motif fonctionnel sont réalisées. Les variants possédant les propriétés recherchées 
sont sélectionnés dans ces bibliothèques. 

 

Rendement des méthodes de conception in silico 

En dépit des succès reportés dans la littérature, l�analyse des données accessibles dans les 

études citées plus haut montre que le taux de succès des méthodes in silico appliquées (fraction 

de composés conçus in silico possédant effectivement une affinité/activité mesurable) dans ces 

travaux est très faible. Ainsi, dans le cas de la conception d�un ligand capable d�interagir dans 

une région de la tige de la protéine hémagglutinine (HA) du virus pandémique H1N1 1918, 

seuls 2 des 73 candidats ligands issus de la conception in silico et qui ont été exprimés à la 

surface de phages ont montré une affinité mesurable (respectivement 200 nM et 5 µM 

(Fleishman et al., 2011). Dans ce cas, l�approche in silico était fondée sur le greffage d�un motif 
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d�acides aminés, dont les positions optimales ont été identifiées à l�aide d�une méthode 

d�ancrage in silico à la surface de la cible. Ces motifs ont été greffés sur des plates-formes 

protéiques sélectionnées pour reproduire la topologie de ce motif. Une seconde étude, portant 

sur la conception d�une protéine capable de présenter un épitope de la protéine d�enveloppe du 

virus HIV, la gp120, a également montré un taux de succès très faible. Dans ce travail, les 

auteurs ont greffé deux segments d�acides aminés présents dans la gp120 sur des plates-formes 

sélectionnées pour leur capacité à recevoir ces greffes de squelette (Azoitei et al., 2011). Sur les 

62 candidats testés, seuls 25 ont pu être exprimés et produits sous forme soluble. Cette 

observation peut s�expliquer en partie par le travail de remodelage important réalisé à l�aide de 

méthodes empiriques présentant une incertitude considérable. De plus, un seul de ces 25 

candidats ligands testés a montré une affinité mesurable mais très faible (300 mM). Les travaux 

du même groupe portant sur le complexe 2F5/gp41 ont montré que seuls 35 variants sur les 98 

conçus pour interagir avec l�anticorps 2F5 ont pu être produits in vitro (Azoitei et al., 2012). 

Dans le domaine du développement d�enzymes artificielles, fondée sur la recherche de plates-

formes protéiques pour le greffage d�un motif fonctionnel, des observations similaires ont été 

réalisées. Les travaux de conception de novo d�enzymes catalysant la réaction d�élimination de 

Kemp ont permis d�obtenir 8 enzymes montrant une activité mesurable sur 59 plates-formes 

testées donnant un rendement de 13% (Röthlisberger et al., 2008). Un rendement de 4% a été 

obtenu pour les travaux relatifs à la conception de novo d�enzymes DielsAlderase avec 

seulement 2 variants montrant une activité DielsAlderase sur 50 plates-formes testées (Siegel et 

al., 2010). De plus, il faut noter que dans d�autres études, le taux de succès de la phase in silico 

n�est pas connu soit parce que les données ne sont pas reportées soit parce que la sélection des 

plates-formes aboutit à un candidat ligand unique dont l�étude expérimentale est poursuivie 

(Liu et al., 2007).  

 

Nécessité d�évaluer l�efficacité de la méthode de conception in silico 

La méthode de conception in silico utilisée au cours de ce travail a été précédemment appliquée 

à la conception de ligands des canaux Kv1.2 (Magis et al., 2006). Cette méthode est fondée sur 

l�exploitation systématique des structures tridimensionnelles de protéines naturelles décrites 

dans la PDB pour le greffage de chaines latérales. Ce greffage peut être indépendant de la 

structure secondaire portant les résidus du motif dans le ligand protéique naturel à mimer. Un  

objectif important de cette méthode est de sélectionner des structures et de les utiliser en leur 
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apportant la perturbation la plus faible possible lors du greffage du motif fonctionnel. Notre 

approche se distingue donc de celle reportée par Azoitei et al. (Azoitei et al., 2011) qui utilisent 

la sélection et le remodelage massifs in silico de la structure de la plate-forme. En principe, 

cette dernière approche possède l�avantage de pouvoir permettre le greffage d�épitopes de plus 

grande taille. Cependant, les incertitudes inhérentes aux méthodes de remodelage fondées sur 

des fonctions d�énergies empiriques contribuent certainement à la faiblesse du taux de succès 

observé. La première application de notre approche avait abouti à la conception de quatre 

ligands dont la production et l�évaluation comme ligands des canaux Kv1.2 avaient été 

réalisées. Les résultats de cette étude avaient conduit à un taux de succès de 75% et trois de ces 

ligands possédaient des affinités proches de 1 mM. Les études de conception in silico de ligands 

protéiques sont cependant encore rares et il est nécessaire de poursuivre leur évaluation. Par 

ailleurs, comme nous l�avons déjà souligné, une caractéristique générale des approches in silico 

de conception de ligands protéiques dans les différentes études reportées est l�obtention de 

ligands protéiques initiaux de faible affinité, en général plusieurs ordres de grandeur plus faible 

que l�affinité des composés naturels vis-à-vis des mêmes cibles. Cette dernière observation 

montre que, quels que soient les méthodes mises en �uvre, certains éléments importants pour la 

liaison des ligands protéiques de première génération ne sont pas pris en compte dans la 

conception in silico de ces composés. 

 

Complémentarité de surface et aire d�interface 

L�objectif de ce travail de thèse était de concevoir une série de ligands protéiques capables de 

se lier au site catalytique des membres de la famille des MMPs. Le choix du motif à greffer 

repose sur les connaissances acquises concernant l�interaction des inhibiteurs protéiques 

naturels des MMPs, les TIMPs, tant sur le plan structural (Fernandez-Catalan et al., 1998; 

Gomis-Rüth et al., 1997) que sur le plan fonctionnel (Butler et al., 1999 ; Huang et al., 1997 ; 

Meng et al., 1999). Ces travaux nous ont conduit à sélectionner le motif 1-4 du TIMP-2 comme 

motif fonctionnel. Le programme STAMPS a permis d�identifier, dans la PDB, des plates-

formes capables de reproduire la topologie du motif fonctionnel. Les critères de sélection 

appliqués au cours de cette recherche concernent la topologie du motif de résidus équivalents 

au motif 1-4 du TIMP-2 tel que décrit dans la structure du complexe de cet inhibiteur naturel 

avec la MMP-14 et la compatibilité stérique de la plate-forme pour l�interaction avec la cible. 

Cette compatibilité est évaluée par le programme STAMPS à l�aide d�un estimateur appelé 
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facteur de recouvrement stérique. Ce critère très simple a permis la sélection d�une série de 10 

plates-formes. L�évaluation de la similarité de forme, à l�aide de l�indice de Hodgkin, entre 

chacun des 10 ligands protéiques conçus in silico et le ligand naturel n�a également pas révélé 

de différence significative dans la région d�interaction avec la cible. En effet, les valeurs de ces 

indices et leur fluctuation dans la série des 10 ligands se situent dans la gamme observée dans 

des complexes protéine-protéine naturels (Magis et al., soumis ; Chapitre II, II.6). Des modèles 

moléculaires d�interaction des 10 partenaires protéiques ont été réalisés dans le champs de 

force de CHARMM par minimisation d�énergie et dynamique moléculaire. Dans ces modèles, 

nous avons observé que la compatibilité stérique était satisfaisante car, pour les 10 plates-

formes, les indices de « gap volume » des interfaces se situent dans la gamme obtenue pour ce 

paramètre dans des complexes protéine-protéine naturels (Jones et Thornton, 1996). On peut 

également noter que les modèles moléculaires n�ont pas révélé d�incompatibilité des 

partenaires sur le plan structural ou énergétique. Nous avons donc montré qu�il était possible de 

reconstituer des interfaces présentant des caractéristiques de forme adaptées à la cible 

considérée avec les 10 plates-formes possédant des structures secondaire/tertiaire très 

différentes entre elles et différentes de celle du ligand naturel TIMP-2. Cette observation est 

conforme aux observations reportées pour des ligands protéiques naturels (DeLano et al., 2000 

; Keskin et Nussinov, 2005). Une observation similaire a été réalisée dans le cas de séries de 

ligands protéiques naturels de trois sérine-protéases (Magis et al, soumis ; Chapitre II, II.6).  

 

Par ailleurs, les analyses des modèles moléculaires ont montré que les 10 plates-formes 

protéiques sélectionnées possédaient des aires d�interface situées dans la gamme de celles 

observées dans les complexes protéine-protéine naturels (Jones et Thornton, 1996 ; Lo Conte et 

al., 1999). Ces interfaces sont représentées sur la figure IV.2 pour les 10 ligands protéiques 

artificiels et le ligand naturel dans les modèles d�interaction avec le domaine catalytique de la 

MMP-14. Cette observation est intéressante car aucun critère particulier de sélection 

concernant l�aire de l�interface n�a été utilisé lors de la recherche de plates-formes. Il se peut 

donc que ce résultat soit fortuit mais cela montre également qu�il est possible, à l�aide du 

criblage systématique de la PDB réalisé par STAMPS, d�obtenir des plates-formes possédant 

les caractéristiques topologiques permettant le greffage du motif tout en offrant une interface de 

compacité et d�aire suffisantes pour la conception d�un ligand protéique artificiel. Par ailleurs, 

l�inclusion future, dans STAMPS, d�un calcul d�aire d�interface entre la plate-forme et la cible 

permettrait d�étudier systématiquement ce paramètre. Ainsi, s�il s�avérait dans d�autres cas 
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qu�une fraction significative des plates-formes identifiées présentait des aires d�interface trop 

faibles, il serait possible d�introduire un nouveau critère de sélection sur ce paramètre. 

 

 

 
Figure IV.2: Représentation des aires des interfaces de la MMP-14 avec les 10 ligands protéiques artificiels et le ligand 
protéique naturel, le TIMP-2. Les structures correspondent à celles obtenues lors de la conception in silico des ligands 

protéiques artificiels. Pour chaque complexe, le domaine catalytique de la MMP-14 est représenté en mode surface de couleur 
grise, excepté la partie de l�enzyme située à une distance inférieur à 3,5 Å du ligand protéique, qui est représentée en jaune. Les 

ligands protéiques sont représentés en mode cartoon (orange). 
 

 

On peut également noter que la taille des interfaces est un critère important pour la phase 

d�optimisation des plates-formes qui peut être réalisée en modifiant, sur le ligand protéique de 
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première génération, la nature des résidus présents à l�interface avec la cible. La figure IV.2 

montre que les régions de la MMP-14 impliquées dans la liaison diffèrent selon les plates-

formes. Ce dernier point pourrait se révéler capital pour le développement futur de composés 

affins et sélectifs d�un membre particulier de la famille des MMPs. En effet, des bibliothèques 

construites sur la base de l�une ou l�autre des plates-formes pourraient permettre d�exploiter des 

régions particulières de la surface du domaine catalytique. Des stratégies d�optimisation 

spécifiques de chaque plate-forme initiale pourraient donc être définies, à partir des composés 

initiaux pour obtenir des ligands protéiques de meilleure affinité et/ou de meilleure sélectivité. 

 

Propriétés électrostatiques 

Il est communément admis que les propriétés électrostatiques des protéines jouent un rôle 

central dans les interactions établies avec leurs partenaires (Honig et Nicholls, 1995). Le champ 

électrostatique est susceptible de jouer un rôle dans l�association des partenaires (Wade et al., 

1998a) mais également dans l�affinité et la sélectivité des interactions protéine-protéine. 

L�indice de similarité de Hodgkin a été utilisé pour identifier des propriétés communes de 

protéines possédant de grandes divergences de structure primaire (Botti et al., 1998 ; De Rienzo 

et al., 2000 ; Demchuk et al., 1994 ; Wade et al., 1998b). Cet indice a également été utilisé pour 

aligner des protéines de fonctions similaires mais présentant des structures primaires, 

secondaires et tertiaires différentes (Ullmann et al., 2000 ; Ullmann et al., 1997). Dans leur 

étude, De Rienzo et ses collaborateurs ont étudié la sensibilité de l�indice de similarité de 

Hodgkin aux fluctuations structurales et ont pu montrer que la distribution des indices de 

similarité des potentiels électrostatiques entre des conformères issus de l�analyse par résonance 

magnétique nucléaire d�une même protéine était centrée sur 0,85. Dans le cadre de cette thèse, 

la comparaison quantitative des potentiels électrostatiques des 10 ligands protéiques artificiels 

avec celui du ligand protéique naturel a permis de montrer que, pour la plupart d�entre eux 

(8/10), les potentiels des ligands artificiels étaient similaires dans la région d�interaction avec la 

MMP-14 à celui du ligand naturel TIMP-2. Deux exceptions ont néanmoins été notées puisque 

les potentiels électrostatiques de deux ligands protéiques artificiels ont montré une absence de 

corrélation avec celui du ligand naturel. Toutefois, ce phénomène a également été observé dans 

des familles de complexes protéine-protéine naturels (Magis et al., soumis, Partie B, Chapitre 

II, II.6). De plus, un exemple a montré que deux protéines NC10 et NC41, capables de lier une 

cible commune la neuraminidase, ne possédaient pas de similarité de leurs potentiels 
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électrostatiques dans la région d�interaction avec la cible commune (McCoy et al., 1997). 

 

En résumé, nous avons sélectionné 10 plates-formes permettant le greffage du motif 

fonctionnel 1-4 du TIMP-2, autorisant un mode de liaison reproduisant les interactions 

observées avec la cible dans le ligand naturel. Plusieurs paramètres permettant de caractériser la 

complémentarité de surface, l�aire des interfaces et les caractéristiques électrostatiques dans la 

région impliquée dans l�interaction ont été déterminés. Des modèles moléculaires décrivant 

l�interaction présumée de ces 10 ligands artificiels avec la MMP-14 ont été établis et les 

interactions intermoléculaires analysées. Au total, aucun des critères utilisés n�a conduit à 

exclure l�un des 10 candidats sélectionnés à l�issue de la recherche de plates-formes dans la 

PDB grâce au programme STAMPS. 

 

Mimétisme 

Les 10 ligands protéiques conçus in silico ont donc été produits par voie chimique ou par voie 

recombinante et évalués expérimentalement en tant qu�inhibiteurs des MMPs. Les résultats 

obtenus ont montré que les 10 plates-formes sélectionnées conduisaient à des ligands 

protéiques artificiels présentant des affinités mesurables pour les MMPs testées, comprises 

entre 450 nM et 590 µM sans optimisation des composés initiaux conçus in silico. La plupart 

des constantes d�inhibition mesurées pour les 6 MMPs se situent entre 1 et 200 mM. Ce résultat 

montre que la méthode utilisée pour la conception de ces composés conduit bien à des 

molécules capables de cibler spécifiquement la zone du site catalytique des MMPs. Cependant, 

les affinités mesurées pour ces 10 ligands artificiels sont significativement plus faibles que 

celles mesurées pour les inhibiteurs protéiques naturels, les TIMPs dont les Ki sont 

généralement compris entre 0,1 nM et 200 nM, avec plusieurs valeurs situées autour de 1 nM 

(Hamze et al., 2007 ; Melendez-Zajgla et al., 2008). Il existe donc un facteur 104 à 105 entre les 

constantes d�inhibition des ligands protéiques artificiels et les constantes d�inhibition mesurées 

pour les TIMPs. Cette observation suggère que, bien que les molécules conçues soient capables 

de cibler le site catalytique des MMPs, certains paramètres importants pour l�interaction avec la 

cible sont mal reproduits sur ces plates-formes. Les investigations réalisées par cristallographie 

ont permis de confirmer, dans le cas de deux analogues de la plate-forme 1edpA en interaction 

avec le domaine catalytique de la MMP-12, la position du motif fonctionnel dans le site actif de 

l�enzyme et de déterminer les interactions intermoléculaires reproduites par ces deux composés. 
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Ces structures ont montré que le motif 1-4 de ces deux variants était capable de reproduire 

toutes les interactions observées pour le motif 1-4 du TIMP-2 en interaction avec la MMP-14. 

Toutefois, ces structures ont également montré que des différences dans les caractéristiques 

géométriques de ces interactions pouvaient exister. Ces observations nous ont incité à réaliser 

des simulations de dynamique moléculaire dans l�eau afin d�estimer la capacité des différentes 

plates-formes à reproduire l�ensemble des interactions intermoléculaires. Les résultats de ces 

simulations indiquent que parmi les 10 ligands protéiques obtenus, plusieurs d�entre eux sont 

capables de reproduire les interactions observées entre les résidus du motif 1-4 et la cible dans 

le complexe TIMP-2/MMP-14 (6 ligands protéiques sur 10). Cependant, cette étude a 

également montré que plusieurs plates-formes protéiques ne permettaient de reproduire qu�une 

fraction de ces interactions (entre 4 et 6 interactions sur 7 pour 4 des ligands protéiques). De 

plus, des différences concernant la stabilité de ces interactions sont également observées entre 

le ligand naturel et certains ligands artificiels. Ces observations pourraient expliquer en partie 

les affinités modestes observées pour les différents ligands vis-à-vis des 6 MMPs testées. Il faut 

toutefois noter qu�il n�est pas possible d�établir une corrélation directe entre le nombre 

d�interactions reproduites par un ligand protéique et la constante d�association mesurée pour 

celui-ci. En effet, les différents ligands possèdent de nombreuses autres caractéristiques 

structurales, dynamiques et de composition des interfaces avec la cible qui contribuent aux 

différences d�affinité observées. Une conclusion importante de ces travaux est que les 

différences observées concernant la géométrie des interactions intermoléculaires et leur stabilité 

entre les ligands protéiques artificiels et le ligand naturel devraient être prises en compte dans 

la sélection de protéines plates-formes. En particulier, des simulations de dynamique 

moléculaire pourraient être systématiquement réalisées pour évaluer la stabilité des interactions 

à mimer. Enfin, ces résultats soulignent l�importance du contrôle structural apporté par la plate-

forme. En effet, la conformation du motif 1-4 de TIMP-2 est contrôlée par deux ponts 

disulfures. Les données cristallographiques et de simulation concernant les ligands protéiques 

1edpA (1-18) et 2f3cI_m, qui possèdent également deux ponts disulfures impliquant les 

cystéines 1 et 3, montrent que ces deux plates-formes reproduisent de manière satisfaisante les 

interactions observées pour ce motif dans le complexe TIMP-2/MMP-14. La reproduction de 

ces interactions est moins satisfaisante pour les plates-formes possédant une seule des deux 

cystéines du motif 1-4 et en particulier lorsque celle-ci se trouve en position 3 du motif. Ces 

observations suggèrent que, conformément au principe de l�approche mise en �uvre pour le 

greffage de motif, la plate-forme doit apporter le meilleur contrôle structural possible. Dans le 
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cas présent, seules deux protéines satisfaisant l�ensemble des critères de sélection et possédant 

des cystéines impliquées dans des ponts disulfures en position 1 et 3 ont été identifiées.  

 

Rendement de la méthode 

Comme nous l�avons vu plus haut, les structures secondaires/tertiaires des plates-formes des 10 

ligands protéiques conçus sont différentes les unes des autres. La plate-forme 1edpA 

correspond à l�endothéline 1. Une étude a été reportée montrant que la sarafotoxin 6b, une 

petite protéine de la famille des endothélines était capable de se lier à plusieurs MMPs (Lauer-

Fields et al., 2007). Cette protéine avait été identifiée de manière empirique grâce à la similarité 

de structure tertiaire de son extrémité N-terminale avec celle des TIMPs. Cependant, dans ces 

travaux, l�affinité obtenue avec la sarafotoxine native était très faible (` 100 mM pour la MMP-

3 et la MMP-14). Des modifications successives de la structure native ont permis d�atteindre 

des affinités comprises entre 1 et 20 mM pour les MMP-1, MMP-2 et MMP-9. Dans notre 

étude, l�endothéline native présente une affinité submicromolaire pour la MMP-13 (450 nM) et 

des affinités comprises entre 1 et 7 mM pour toutes les autres MMPs testées. Des variants de 

l�endothéline produits dans le cadre de ce travail de thèse ont montré des affinités jusqu'à 290 

nM pour la MMP-12. La méthode de conception in silico mise en �uvre au cours de ces 

travaux a permis de concevoir 9 autres protéines dont certaines possèdent des affinités proches 

de la dizaine de mM et qui présentent des interfaces avec la cible de taille plus importante que 

l�endothéline (Figure IV.2). Ces nouveaux points de départ pourraient permettre d�obtenir des 

ligands protéiques affins et sélectifs de certains membres de la famille des MMPs. 

 

Ainsi, l�efficacité de l�approche de conception in silico de ligands protéiques développée au 

sein de notre équipe, mise en évidence dans des travaux antérieurs, a été confirmée par le 

succès des travaux présentés dans ce mémoire. Ainsi, les 10 ligands protéiques conçus in silico 

et sélectionnés pour une production et une évaluation expérimentales ont montré des affinités 

mesurables pour les MMPs. Dans un précédent travail de thèse réalisé au sein de notre équipe, 

l�approche de conception in silico de ligands protéiques a été appliquée au développement de 

bloqueurs du canal potassique Kv1.2 par transfert d�un motif fonctionnel de 4 résidus présents 

à la surface de la protéine BgK, un bloqueur naturel du canal Kv1.2 (Magis et al., 2006). Cette 

approche avait permis l�obtention de 3 ligands protéiques artificiels ayant des affinités 

comprises entre 500 nM et 1,6 µM pour ce canal, sans étapes d�optimisation supplémentaires. 
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Avec une méthode très similaire à celle utilisée au sein de notre équipe, basée sur des critères 

topologiques relatifs aux atomes C" et C! des résidus du motif fonctionnel ainsi que des 

critères stériques, Luhua Lai et ses collaborateurs ont conçu un mime de l�érythropoïétine 

humaine EPO par transfert des 3 résidus clés essentiels à la liaison à son récepteur EPOR. Dans 

ce travail, une seule plate-forme (PLC&1-PH) parmi les 15 sélectionnées, ainsi que des variants 

de cette plate-forme, ont été produits expérimentalement. Le triple mutant de cette plate-forme 

portant les 3 résidus clés de la liaison (ERPH1) a montré l�affinité de liaison la plus élevée pour 

EPOR avec un Kd de 24 nM (Liu et al., 2007). Les résultats issus de ces différents travaux 

démontrent donc l�intérêt de l�approche in silico de conception de ligands protéiques artificiels.  

 

Cependant, les résultats obtenus au cours de ces différentes études montrent qu�il est nécessaire 

de coupler les approches de conception in silico de ligands protéiques avec des méthodes 

expérimentales de « maturation d�affinité » pour améliorer l�affinité des ligands de 1ère 

génération. L�objectif de cette optimisation est d�introduire des modifications de certains 

résidus présents à la surface de la plate-forme permettant la formation de nouvelles interactions 

intermoléculaires. Il faut noter que, contrairement aux inhibiteurs synthétiques de faible poids 

moléculaire, les mini-protéines sélectionnées dans ce travail sont caractérisées par une interface 

importante avec la cible. Ces plates-formes offrent la possibilité d�introduire de la variabilité au 

niveau de leur surface d�interaction avec la cible afin d�améliorer leur affinité et/ou leur 

sélectivité vis-à-vis des MMPs. Toutefois, les quelques analogues des composés 1edpA (1-18) 

et 1an1I_m réalisés au cours de ce travail, sur un nombre restreint de positions, n�ont pas 

permis d�obtenir de gain d�affinité important. Les constantes d�inhibition ont été améliorées 

d�un facteur 25 pour la plate-forme 1edpA (1-18) et d�un facteur 4 au mieux pour la plate-

forme 1an1I_m. Ces résultats montrent que l�optimisation doit être envisagée de manière plus 

large à l�aide de méthodes capables de produire une importante diversité de variants dans un 

temps court. La création de bibliothèques de ligands protéiques et la mise en place d�une 

stratégie de criblage de ces bibliothèques par « phage display » ou « yeast display » peut 

permettre d�atteindre cet objectif. Des telles stratégies de criblage pourraient également être 

appliquées en vue d�améliorer la sélectivité des ligands envers un membre particulier de la 

famille des MMPs. Cette approche a permis de développer des variants de TIMP-2 capables 

d�inhiber sélectivement et à haute affinité la MMP-1 avec un facteur de sélectivité de 104 par 

rapport à la MMP-3 et MMP-14 (Bahudhanapati et al., 2011). L�exploitation des 10 ligands 

protéiques conçus au cours de cette thèse à l�aide d�une stratégie de criblage par « phage 
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display » ou « yeast display » pourrait donc permettre d�obtenir des mini-protéines sélectives 

de certains membres de la famille des MMPs.  
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Annexe I : Résultats de la recherche par STAMPS 
 
Tableau I : Résultats des plates-formes retournées par STAMPS pour les deux recherches S_Cys 1 et S_Cys 3 réalisées sur la 
version entière de la PDB. Ce tableau indique, pour chaque plate-forme, son code PDB et l�identité de la chaine (Pdbtitle), sa 
taille (size), le RMSD calculé sur les atomes C" et C! du motif, le facteur stérique intermoléculaire (S_inter) et 
intramoléculaire (S_intra) ainsi que le nom et le numéro des résidus de la plate-forme équivalents au motif recherché.    
 

    pdbtitle Size RMSD orientation S_inter S_intra Res 1 Res 2 Res 3 Res 4 

S_Cys1 

  pdb2obqD_00 16 0.28 14.63 1.06 0.44 CYS 22 VAL 23 VAL 24 ILE 25 

  pdb2uuyB_00 52 0.36 9.71 1.05 0.25 CYS 24 THR 25 VAL 26 PRO 27 

  pdb2oslP_00 20 0.47 31.41 2.12 0.34 CYS 167 GLU 168 PRO 169 ALA 170 

  pdb2f3cI_00 46 0.48 16.76 1.18 0.30 CYS 6 ALA 7 CYS 8 PRO 9 

  pdb2rquB_00 19 0.56 39.94 2.42 0.50 CYS 1578 ILE 1579 ILE 1580 SER 1581 

  pdb1edpA_00 17 0.61 21.39 2.12 0.11 CYS 1 SER 2 CYS 3 SER 4 

  pdb1b9pA_00 34 0.68 39.27 1.43 0.15 CYS 1 ALA 2 VAL 3 GLU 4 

  pdb1fgeA_00 20 0.69 21.86 0.84 0.06 CYS 407 GLU 408 ALA 409 PRO 410 

  pdb1choI_00 53 0.74 43.42 2.10 0.22 CYS 8 ASP 7 VAL 6 SER 5 

  pdb3o6qB_00 43 0.80 37.94 0.31 0.27 CYS 9 GLU 10 PRO 11 ARG 12 

  pdb1paoA_00 17 0.82 33.33 1.18 0.38 CYS 129 LYS 130 SER 131 THR 132 

  pdb1kgmA_00 35 0.83 54.65 2.37 0.26 CYS 4 THR 3 VAL 2 GLU 1 

  pdb1r48A_00 33 0.83 37.42 2.26 0.13 CYS 1 GLY 2 ASN 5 ASP 4 

  pdb1srbA_00 21 0.83 35.81 2.22 0.06 CYS 1 SER 2 CYS 3 LYS 4 

  pdb1m4eA_00 20 0.84 47.97 2.45 0.21 CYS 5 ILE 3 CYS 2 ILE 1 

  pdb3o6qD_00 44 0.88 47.01 0.28 0.24 CYS 9 GLU 10 PRO 11 ARG 12 

  pdb1y1bA_00 48 1.02 53.13 1.35 0.23 CYS 4 ASP 3 PRO 2 LYS 1 

  pdb1hx2A_00 60 1.06 54.08 2.33 0.16 CYS 4 VAL 3 PHE 2 ASN 1 

  pdb1v6rA_00 21 1.08 37.79 1.59 0.11 CYS 1 SER 2 CYS 3 SER 4 

  pdb1axhA_00 37 1.10 74.93 2.34 0.19 CYS 4 THR 3 PRO 2 SER 1 

  pdb1kioA_00 35 1.21 51.98 1.87 0.21 CYS 4 THR 3 VAL 2 GLU 1 

S_Cys3 

  pdb2kggA_00 52 0.27 17.80 2.44 0.13 SER 1 VAL 2 CYS 3 ALA 4 

  pdb1ewsA_00 32 0.29 15.48 2.32 0.18 MET 1 PRO 2 CYS 3 SER 4 

  pdb2l61A_00 26 0.35 21.35 2.11 0.29 SER 2 GLY 3 CYS 4 ASP 5 

  pdb2v1vA_00 29 0.37 22.14 1.20 0.16 ARG 1 VAL 2 CYS 3 PRO 4 

  pdb2l3iA_00 30 0.38 25.82 1.77 0.02 ILE 2 ARG 3 CYS 4 PRO 5 

  pdb1nqlB_00 48 0.42 26.03 2.07 0.19 SER 4 GLU 5 CYS 6 PRO 7 

  pdb1y2pA_00 34 0.43 15.21 1.94 0.27 ALA 1 SER 2 CYS 3 ARG 4 

  pdb2fk3A_00 59 0.43 26.61 0.95 0.16 GLU 131 ALA 132 CYS 133 LYS 134 

  pdb1g1pA_00 31 0.45 22.11 2.30 0.41 ASP 1 ASP 2 CYS 3 ILE 4 

  pdb1hx2A_00 60 0.46 21.88 1.48 0.15 PHE 2 VAL 3 CYS 4 PRO 5 

  pdb2ikeA_00 54 0.47 18.79 1.97 0.27 LEU 71 SER 72 CYS 73 LEU 74 

  pdb2f3cI_01 46 0.48 16.76 1.18 0.30 CYS 6 ALA 7 CYS 8 PRO 9 

  pdb2juyA_00 27 0.48 28.76 1.83 0.36 PHE 1 PHE 2 CYS 3 PRO 4 

  pdb1dkcA_00 38 0.49 29.59 0.98 0.17 ALA 1 GLY 2 CYS 3 ILE 4 

  pdb1ie6A_00 33 0.50 20.40 1.80 0.14 GLY 1 ASP 2 CYS 3 LEU 4 

  pdb2w9uA_00 46 0.52 24.45 2.26 0.23 MET 2 ASP 3 CYS 4 THR 5 

  pdb1zntA_00 28 0.53 31.47 2.42 0.33 GLY 2 GLU 3 CYS 4 VAL 5 

  pdb1cz6A_00 25 0.54 17.80 1.76 0.17 SER 2 VAL 3 CYS 4 ARG 5 

  pdb2g81I_00 55 0.54 13.63 2.15 0.34 PRO 17 CYS 18 CYS 19 ASP 20 

  pdb1tleA_00 58 0.55 13.47 1.24 0.18 ARG 1 PRO 2 CYS 3 GLN 4 

  pdb1cixA_00 44 0.61 30.47 2.21 0.22 SER 2 ARG 3 CYS 4 GLN 5 

  pdb1edpA_00 17 0.61 21.39 2.12 0.11 CYS 1 SER 2 CYS 3 SER 4 

  pdb1gpsA_00 47 0.62 28.24 2.45 0.38 LYS 1 ILE 2 CYS 3 ARG 4 

  pdb2gwpA_00 32 0.62 38.35 2.48 0.21 LEU 2 LEU 3 CYS 4 TYR 5 

  pdb1ldtL_00 46 0.64 20.24 2.49 0.80 LYS 2I VAL 3I CYS 4I ALA 5I 

  pdb2dcvA_00 42 0.65 36.87 1.80 0.14 VAL 2 SER 3 CYS 4 LEU 5 

  pdb1hymA_01 44 0.69 42.31 1.60 0.28 GLY 5 PRO 4 CYS 3 SER 2 

  pdb1q2kA_00 31 0.69 28.46 1.47 0.15 ALA 1 ALA 2 CYS 3 TYR 4 
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  pdb2dcwA_00 42 0.69 25.76 1.85 0.12 ILE 2 THR 3 CYS 4 LEU 5 

  pdb1wo0A_00 17 0.71 31.87 1.63 0.16 LYS 1 TRP 2 CYS 3 PHE 4 

  pdb2it8A_00 29 0.71 16.40 1.17 0.30 GLY 1 VAL 2 CYS 3 PRO 4 

  pdb1oqeO_00 31 0.72 31.44 1.04 0.26 THR 2 PRO 3 CYS 4 VAL 5 

  pdb1mctI_00 28 0.73 28.41 2.47 0.26 ARG 1 ILE 2 CYS 3 PRO 4 

  pdb2b5kA_00 19 0.74 51.52 1.53 0.22 ARG 2 TRP 3 CYS 4 PHE 5 

  pdb1wxnA_00 42 0.75 25.63 2.34 0.30 THR 2 ALA 3 CYS 4 SER 5 

  pdb1c9tI_00 53 0.76 46.15 1.67 0.22 THR 8 PRO 9 CYS 10 GLY 11 

  pdb1c9tK_00 53 0.77 45.88 1.64 0.26 THR 8 PRO 9 CYS 10 GLY 11 

  pdb1c9tL_00 53 0.79 47.19 1.57 0.27 THR 8 PRO 9 CYS 10 GLY 11 

  pdb1hymA_00 44 0.79 23.38 1.44 0.28 SER 1 SER 2 CYS 3 PRO 4 

  pdb1ibiA_00 59 0.79 28.88 2.42 0.13 GLU 118 LYS 119 CYS 120 SER 121 

  pdb1znfA_01 25 0.79 46.35 2.25 0.05 LEU 5 GLY 4 CYS 3 LYS 2 

  pdb3ccsU_00 53 0.79 30.24 2.49 0.08 ARG 4 GLU 5 CYS 6 ASP 7 

  pdb1c9tH_00 53 0.80 46.91 1.69 0.24 THR 8 PRO 9 CYS 10 GLY 11 

  pdb1oqeP_00 31 0.80 30.76 0.87 0.27 THR 2 PRO 3 CYS 4 VAL 5 

  pdb1pb5A_00 35 0.80 36.18 1.57 0.17 GLU 2 ALA 3 CYS 4 GLU 5 

  pdb1bj6A_00 42 0.81 26.93 2.40 0.11 VAL 13 LYS 14 CYS 15 PHE 16 

  pdb1jy4B_00 32 0.82 33.93 2.45 0.03 GLY 2 GLU 3 CYS 4 LYS 5 

  pdb2ctiA_00 29 0.82 61.30 2.40 0.18 ARG 5 PRO 4 CYS 3 VAL 2 

  pdb1p0t0_00 25 0.83 35.49 2.16 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0t5_00 25 0.83 35.57 2.12 0.29 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0t7_00 25 0.83 35.76 2.00 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tb_00 25 0.83 35.79 1.99 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tB_00 25 0.83 35.89 1.99 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tE_00 25 0.83 35.78 2.00 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tF_00 25 0.83 35.79 2.03 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tH_00 25 0.83 35.74 2.01 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0th_00 25 0.83 35.75 1.99 0.34 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tL_00 25 0.83 35.46 2.10 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tl_00 25 0.83 35.75 1.99 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tP_00 25 0.83 35.88 1.97 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tT_00 25 0.83 35.94 1.99 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tt_00 25 0.83 35.87 1.98 0.32 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tv_00 25 0.83 35.78 1.97 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tx_00 25 0.83 35.56 2.14 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tZ_00 25 0.83 35.88 1.99 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p8bA_00 37 0.83 41.22 2.41 0.34 ALA 1 SER 2 CYS 3 ASN 4 

  pdb1srbA_00 21 0.83 35.81 2.22 0.06 CYS 1 SER 2 CYS 3 LYS 4 

  pdb2o8mD_00 18 0.83 39.17 0.95 0.41 LYS 220 GLY 221 CYS 222 VAL 223 

  pdb1ejaB_00 53 0.84 48.53 2.20 0.23 THR 8 PRO 9 CYS 10 GLY 11 

  pdb1m4eA_00 20 0.84 47.97 2.45 0.21 CYS 5 ILE 3 CYS 2 ILE 1 

  pdb1p0t1_00 25 0.84 35.82 2.01 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0t2_00 25 0.84 35.84 2.01 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0t3_00 25 0.84 35.69 2.02 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0t4_00 25 0.84 35.69 2.02 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0t6_00 25 0.84 35.60 2.00 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0t8_00 25 0.84 35.74 2.01 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0t9_00 25 0.84 35.97 1.96 0.29 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tA_00 25 0.84 35.80 2.01 0.29 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0ta_00 25 0.84 35.70 2.01 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tc_00 25 0.84 35.89 2.01 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tC_00 25 0.84 35.91 1.95 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0td_00 25 0.84 35.79 1.99 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0te_00 25 0.84 35.80 2.01 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tf_00 25 0.84 35.95 2.01 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tG_00 25 0.84 35.92 2.01 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0ti_00 25 0.84 35.70 2.01 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tI_00 25 0.84 36.00 2.02 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tj_00 25 0.84 35.73 2.01 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tJ_00 25 0.84 35.91 2.00 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tK_00 25 0.84 35.91 2.01 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 
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  pdb1p0tk_00 25 0.84 35.80 2.01 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tM_00 25 0.84 35.89 2.00 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tm_00 25 0.84 35.88 2.01 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tN_00 25 0.84 35.83 1.99 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tn_00 25 0.84 35.88 2.01 0.32 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tO_00 25 0.84 35.81 2.01 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0to_00 25 0.84 35.81 2.03 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tp_00 25 0.84 35.76 1.99 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tQ_00 25 0.84 35.75 1.99 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tq_00 25 0.84 35.69 1.99 0.26 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tR_00 25 0.84 35.83 2.01 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tr_00 25 0.84 35.85 2.01 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tS_00 25 0.84 35.86 2.01 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0ts_00 25 0.84 35.66 2.17 0.28 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tU_00 25 0.84 35.81 2.01 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tu_00 25 0.84 35.89 2.01 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tV_00 25 0.84 36.00 1.99 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tW_00 25 0.84 35.80 2.00 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tw_00 25 0.84 35.81 1.99 0.27 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tX_00 25 0.84 35.90 1.99 0.31 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tD_00 25 0.85 35.85 2.00 0.30 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1p0tg_00 25 0.85 35.82 1.87 0.29 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb2w9uA_01 46 0.85 37.05 2.01 0.25 ALA 1 ASP 3 CYS 4 THR 5 

  pdb1c9tG_00 53 0.86 47.24 1.62 0.27 THR 8 PRO 9 CYS 10 GLY 11 

  pdb1c9tJ_00 53 0.86 46.99 1.94 0.26 THR 8 PRO 9 CYS 10 GLY 11 

  pdb1oqeQ_00 31 0.86 30.64 0.95 0.24 THR 2 PRO 3 CYS 4 VAL 5 

  pdb1wt7A_00 41 0.86 51.84 2.24 0.33 THR 4 SER 3 CYS 2 TRP 1 

  pdb2fk3F_00 59 0.86 43.90 2.18 0.16 GLU 131 ALA 132 CYS 133 LYS 134 

  pdb2nz3A_00 40 0.87 33.00 1.97 0.17 ALA 1 THR 2 CYS 3 ASP 4 

  pdb1oqeR_00 31 0.88 31.36 0.93 0.24 THR 2 PRO 3 CYS 4 VAL 5 

  pdb1p0tY_00 25 0.88 34.85 1.91 0.29 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb1g1zA_00 31 0.89 30.41 1.21 0.34 ASP 1 ASP 2 CYS 3 ILE 4 

  pdb1oqeK_00 31 0.89 29.22 0.90 0.24 THR 2 PRO 3 CYS 4 VAL 5 

  pdb1oqeL_00 31 0.89 30.02 2.40 0.26 THR 2 PRO 3 CYS 4 VAL 5 

  pdb1wpdA_00 34 0.89 35.66 2.02 0.30 VAL 1 SER 2 CYS 3 GLY 5 

  pdb1zfuA_00 40 0.89 39.39 1.85 0.31 PHE 2 GLY 1 CYS 4 ASN 5 

  pdb1kweA_00 16 0.90 59.42 2.18 0.32 ILE 175 SER 174 CYS 173 PRO 172 

  pdb1ncpN_00 17 0.90 55.87 2.25 0.07 ASN 5 PHE 4 CYS 3 LYS 2 

  pdb1txmA_00 34 0.90 68.93 2.33 0.22 GLY 5 THR 4 CYS 3 SER 2 

  pdb1qjlA_00 28 0.91 40.98 1.17 0.09 ASN 40 THR 39 CYS 38 ILE 37 

  pdb1beiA_00 34 0.92 57.69 1.48 0.13 ASP 5 ILE 4 CYS 3 SER 2 

  pdb1znfA_00 25 0.93 29.49 2.36 0.05 TYR 1 LYS 2 CYS 3 GLY 4 

  pdb2a05A_01 57 0.93 47.01 0.91 0.18 GLY 187 SER 188 CYS 189 ALA 190 

  pdb2jniA_00 21 0.93 28.85 1.84 0.09 ARG 1 TRP 2 CYS 3 VAL 4 

  pdb2qa4U_00 53 0.93 29.58 2.46 0.08 ARG 4 GLU 5 CYS 6 ASP 7 

  pdb1jlzA_00 23 0.94 76.24 2.28 0.22 SER 4 GLY 3 CYS 2 ALA 1 

  pdb1f8zA_00 39 0.96 44.88 1.04 0.14 ALA 1 THR 2 CYS 3 ARG 4 

  pdb1gl1I_00 34 0.97 26.90 1.87 0.34 ILE 2 SER 3 CYS 4 GLU 5 

  pdb2w9vA_00 44 0.97 43.69 1.56 0.34 MET 2 ASP 3 CYS 4 THR 5 

  pdb1aggA_00 48 0.97 67.65 2.28 0.34 ASP 2 GLU 1 CYS 4 ILE 5 

  pdb1beiA_01 34 0.99 36.46 1.31 0.13 ARG 1 SER 2 CYS 3 ILE 4 

  pdb1n4nA_00 47 0.99 47.49 2.35 0.19 ALA 1 THR 2 CYS 3 LYS 4 

  pdb2kmrA_00 44 0.99 25.83 1.85 0.31 LYS 2 VAL 3 CYS 4 ALA 5 

  pdb1oqeM_00 31 1.00 32.26 1.06 0.25 THR 2 PRO 3 CYS 4 VAL 5 

  pdb1ji9A_00 37 1.01 40.31 2.36 0.21 LYS 32 SER 33 CYS 35 SER 36 

  pdb1emxA_00 30 1.02 50.37 2.04 0.17 ASP 1 ASP 2 CYS 3 GLY 4 

  pdb2kb8A_00 37 1.02 66.12 2.35 0.12 THR 4 ASN 3 CYS 2 LYS 1 

  pdb1v6rA_01 21 1.03 62.57 1.27 0.15 SER 5 SER 4 CYS 3 SER 2 

  pdb1wj0A_00 58 1.03 32.85 1.84 0.04 ILE 125 CYS 126 CYS 127 GLN 128 

  pdb1zpxA_00 21 1.03 70.67 0.83 0.38 SER 16 GLY 15 CYS 14 PRO 13 

  pdb3g4sU_00 53 1.03 35.94 2.39 0.25 ARG 4 GLU 5 CYS 6 ASP 7 

  pdb1k81A_00 36 1.04 56.33 1.86 0.17 VAL 108 ILE 109 CYS 110 ARG 111 



ANNEXES  

 

 264 

  pdb1w7zG_00 30 1.04 65.79 1.92 0.27 ARG 4 PRO 3 CYS 2 GLY 1 

  pdb2e3gA_00 40 1.04 51.71 1.94 0.16 LEU 5 ASP 4 CYS 3 THR 2 

  pdb2fk3C_00 59 1.04 26.86 0.98 0.17 GLU 131 ALA 132 CYS 133 LYS 134 

  pdb2ldfA_00 24 1.04 79.32 2.04 0.13 ASP 5 ASN 4 CYS 3 CYS 1 

  pdb1an1I_00 40 1.05 47.38 2.27 0.28 LYS 2 VAL 3 CYS 4 ALA 5 

  pdb2a05A_00 57 1.05 51.29 1.62 0.17 SER 191 ALA 190 CYS 189 GLY 187 

  pdb2bayD_00 56 1.05 30.99 2.48 0.28 MET 1 LEU 2 CYS 3 ALA 4 

  pdb1p1pA_00 24 1.06 70.02 1.96 0.34 SER 5 GLY 4 CYS 3 CYS 2 

  pdb2ldeA_00 25 1.06 68.80 1.43 0.10 ASP 5 THR 4 CYS 3 SER 2 

  pdb1mxpA_00 15 1.07 59.27 1.39 0.20 TYR 5 SER 4 CYS 3 CYS 2 

  pdb1v6rA_00 21 1.08 37.79 1.59 0.11 CYS 1 SER 2 CYS 3 SER 4 

  pdb2f3cI_00 46 1.09 35.18 0.77 0.31 ASP 5 ALA 7 CYS 8 PRO 9 

  pdb2uuxA_00 55 1.09 32.13 1.72 0.27 ALA 22 GLU 23 CYS 24 THR 25 

  pdb1uybA_00 16 1.10 48.41 1.89 0.17 ASP 2 ASP 3 CYS 4 GLU 5 

  pdb1y1bA_00 48 1.11 42.94 1.40 0.23 PRO 2 ASP 3 CYS 4 PRO 5 

  pdb2l62A_01 26 1.11 39.21 2.44 0.71 SER 2 GLY 1 CYS 4 ASP 5 

  pdb1mxpA_01 15 1.12 70.43 1.18 0.32 TYR 5 SER 4 CYS 3 GLY 1 

  pdb1znmA_00 26 1.12 53.91 1.21 0.14 PHE 6 THR 5 CYS 4 GLN 3 

  pdb3njpC_00 47 1.12 64.94 2.44 0.15 LEU 8 PRO 7 CYS 6 GLU 5 

  pdb1c49A_00 35 1.13 43.71 2.29 0.36 ILE 5 SER 6 CYS 7 THR 8 

  pdb1lmmA_00 40 1.13 53.52 1.97 0.24 GLU 1 ASP 2 CYS 3 ILE 4 

  pdb1osxA_00 26 1.13 67.41 1.77 0.18 PRO 21 VAL 20 CYS 19 PRO 18 

  pdb1osxA_01 26 1.13 51.76 1.21 0.23 THR 17 PRO 18 CYS 19 VAL 20 

  pdb2fk3G_00 59 1.13 31.38 0.93 0.17 GLU 131 ALA 132 CYS 133 LYS 134 

  pdb2o8mC_00 23 1.13 49.19 1.14 0.38 LYS 220 GLY 221 CYS 222 VAL 223 

  pdb1scyA_00 31 1.14 48.18 0.49 0.16 ALA 1 PHE 2 CYS 3 ASN 4 

  pdb2g9jC_00 37 1.14 74.23 1.96 0.01 SER 252 GLY 250 CYS 249 GLY 248 

  pdb2l62A_00 26 1.14 38.94 2.39 0.46 SER 2 GLY 3 CYS 4 ASP 5 

  pdb1tcjA_00 19 1.15 56.29 2.48 0.21 ARG 1 ASP 2 CYS 3 CYS 4 

  pdb2oqjC_00 18 1.15 67.81 1.76 0.04 PRO 4 PRO 3 CYS 2 ALA 1 

  pdb3mywI_00 55 1.15 66.98 2.34 0.33 SER 15 ASP 14 CYS 13 CYS 12 

  pdb2bayB_00 56 1.16 38.57 2.27 0.25 MET 1 LEU 2 CYS 3 ALA 4 

  pdb2bayC_00 55 1.16 35.07 2.35 0.30 MET 1 LEU 2 CYS 3 ALA 4 

  pdb1tckA_00 19 1.17 62.76 2.25 0.18 ARG 1 ASP 2 CYS 3 CYS 4 

  pdb2oqjI_00 17 1.17 70.98 1.59 0.05 PRO 4 PRO 3 CYS 2 ALA 1 

  pdb1xu2S_00 37 1.18 68.08 0.90 0.33 GLN 10 SER 9 CYS 8 GLN 7 

  pdb2v1vA_01 29 1.18 81.76 1.92 0.16 ARG 5 PRO 4 CYS 3 VAL 2 

  pdb1ajjA_00 37 1.19 71.74 2.33 0.24 ALA 7 SER 6 CYS 5 PRO 4 

  pdb1pmcA_00 36 1.19 30.65 2.27 0.20 ILE 2 SER 3 CYS 4 GLU 5 

  pdb1terA_00 21 1.19 53.46 0.93 0.14 ALA 1 LEU 2 CYS 3 ASN 4 

  pdb2it7A_00 28 1.19 68.54 2.34 0.38 ARG 4 PRO 3 CYS 2 GLY 1 

  pdb1wm8A_00 28 1.20 62.10 1.16 0.31 VAL 1 GLY 2 CYS 3 GLU 4 

  pdb1rooA_00 35 1.21 51.94 0.80 0.13 ARG 1 SER 2 CYS 3 ILE 4 

  pdb2kmrA_01 44 1.21 55.02 1.36 0.41 LYS 1 VAL 3 CYS 4 ALA 5 

  pdb1panA_00 17 1.22 73.99 1.03 0.34 SER 131 LYS 130 CYS 129 ALA 128 

  pdb2oqjL_00 19 1.25 68.77 1.91 0.05 PRO 4 PRO 3 CYS 2 ALA 1 
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Annexe II : Séquences des plates-formes testées 
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Annexe III : Synthèse peptidique 

 

Principe :  

 

Les peptides sont synthétisés en phase solide sur des résines. Le protocole  utilisé est celui de la 

stratégie Fmoc, groupement protecteur de la fonction "-amine des acides aminés. Les synthèses 

sont effectuées de manière automatisée sur un synthétiseur de peptides (Applied Biosystems 

433A). La synthèse se fait de l'acide aminé C-terminal vers l'acide aminé N-terminal, l'acide 

aminé C-terminal étant attaché au support solide. Le support solide dans les résines est 

constitué par des billes de polystyrène réticulé par du divinylbenzène. Deux types de résines 

ont été utilisées : des résines de type Rink amide, non préchargées, et une résine de type 

NovaSyn TGA préchargée. 

  

Protocole :  

 

La résine est préalablement immergée dans le NMP pendant 45min afin de la faire gonfler et 

rendre ainsi tous ses sites accessibles, la séquence est ensuite construite selon le cycle suivant :   

1) Déprotection du groupement Fmoc : étape de déprotection du groupement Fmoc porté 

par le dernier acide aminé fixé au peptide lié à la résine; cette déprotection est réalisée par 

une amine secondaire, la pipéridine. 

Lors de la déprotection du groupement Fmoc, un suivi de l'absorbance à 305 nm est réalisé. 

En effet, l'adduit fulvène-pipéridine libéré lors de cette déprotection absorbe à cette 

longueur d'onde et sa quantification permet d'estimer l'efficacité du couplage du dernier 

acide aminé incorporé mais surtout de vérifier si la réaction de déprotection est difficile, ce 

qui pourrait entrainer un couplage difficile de l'acide aminé suivant. Les informations 

fournies par ce monitorage permettent d'adapter les temps de couplage et de déprotection 

aux difficultés rencontrées.  

2) Lavage : l'excès de pipéridine est enlevé par lavage à la NMP une fois la déprotection 

terminée (après environ 5 à 10 min). Le peptide lié à la résine est alors prêt pour l'étape 

suivante qui correspond au couplage. 

3) Pré-activation : l'acide aminé suivant est couplé par formation d'une liaison peptidique au 

niveau de la fonction N-terminale déprotégée du peptide en voie de synthèse. Afin de 

permettre le couplage, le groupe carboxylique de l'acide aminé à incorporer doit être activé. 
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Lors de cette étape, 1 mmol de l'acide aminé protégé au niveau de sa fonction "-aminée est 

dissoute dans 1 ml de NMP et 1 ml d'une solution de HOBt 1 M dans la NMP. Puis 1 ml 

d'une solution de DCCI 1 M dans la NMP est ajoutée.  

4) Couplage : Après 40 à 50 min d'activation, l'ester actif est transféré dans le réacteur qui 

contient la résine, tandis que le précipité de dicyclohexylurée (DCU) reste dans la chambre 

d'activation. C'est à ce moment que l'étape de couplage proprement dite a lieu, c'est à dire 

que l'acide aminé Fmoc activé réagit avec la fonction N-terminale du peptide en cours de 

synthèse par formation d'une liaison peptidique. Durant cette étape il est crucial d'obtenir 

l'efficacité de couplage la plus importante possible afin d'aboutir à un rendement final 

intéressant.  

5) Capping : l'efficacité de couplage n'atteignant jamais les 100%, il est nécessaire de faire 

suivre cette étape de couplage par une étape de capping qui va permettre d'acétyler les 

fonctions amines libres (fonctions N-terminales des chaînes qui n'ont pas réagi lors de 

l'étape de couplage précédente). Cette étape permet d'éviter l'apparition de peptides 

comportant des délétions qui seraient difficiles à séparer du peptide entier lors des étapes de 

purification ultérieures. Cette réaction s'effectue dans solution de capping contenant un 

mélange Ac2O/ Collidine / NMP (50 / 60 / 890, v/v/v).  

6) Lavage : après lavage à la NMP, la résine est prête pour de nouveaux cycles de 

déprotection/couplage.  

 

Une fois le peptide synthétisé, il doit être clivé de la résine et les groupements protecteurs 

présents sur les chaines latérales doivent être enlevés. Ces deux opérations sont effectuées 

simultanément par traitement du peptide lié à la résine par un acide faible : le TFA. Le clivage 

se fait également en présence de « scavengers » tels que l�eau et le TIS, qui sont des molécules 

capables de piéger les cations réactifs formés par certains groupements protecteurs des chaines 

latérales. Le mélange de clivage utilisé est donc composé de 10 mL de TFA/TIS/H2O dans les 

proportions 95/2,5/2,5 (v/v/v). 
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Figure III.1: Schéma de la synthèse peptidique sur support solide en stratégie Fmoc.
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Résumé : Les travaux réalisés portent sur la conception de ligands protéiques capables de 
cibler le site catalytique des métalloprotéases matricielles (MMPs) grâce à une méthode 
d�ingénierie développée au laboratoire qui repose sur le greffage de motifs fonctionnels. Le 
motif fonctionnel choisi correspond aux 4 résidus N-terminaux du TIMP-2, un inhibiteur 
naturel des MMPs. Des plates-formes protéiques possédant des motifs d�acides aminés dans 
une topologie similaire à celle du motif de référence dans le complexe TIMP-2/MMP-14 ont 
été identifiées par criblage systématique de la PDB à l�aide du logiciel STAMPS (Search for 
Three-dimensional Atom Motif in Protein Structure). Dix candidats ligands satisfaisant les 
contraintes topologiques, stériques et de similarité électrostatique avec le ligand naturel TIMP-
2 ont été sélectionnés. Ces ligands ont été produits par synthèse chimique ou par voie 
recombinante puis leur capacité à inhiber une série de 6 MMPs a été évaluée. Les résultats 
indiquent que tous les ligands protéiques conçus in silico sont capables de lier les sites 
catalytiques des MMPs avec des constantes d�association allant de 450 nM à 590 mM, sans 
optimisation supplémentaire. La caractérisation structurale par diffraction X de 2 variants d�un 
de ces ligands protéiques a permis de montrer que les interactions établies par le motif 1-4 dans 
ces ligands étaient similaires à celles observées dans le complexe TIMP-2/MMP-14, avec 
cependant des différences dans la géométrie de certaines d�entre elles. Des études de simulation 
par dynamique moléculaire ont également permis de mettre en évidence de possibles 
différences dans la géométrie et la stabilité de certaines des interactions reproduites dans les 10 
plates-formes, pouvant contribuer aux affinités modestes observées pour ces ligands. 
Cependant, les résultats obtenus montrent que la méthode de conception in silico utilisée est 
capable de fournir une série de ligands protéiques de 1ère génération ciblant de manière 
spécifique un site catalytique d�intérêt avec un bon rendement. Cette méthode pourrait 
constituer la 1ère étape d�une approche hybride de conception in silico de ligands combinée à 
des techniques de sélection expérimentales.   
 
 
 
Abstract : Artificial mini-proteins able to target catalytic sites of matrix metalloproteinases 
(MMPs) were designed using a functional motif grafting approach. The motif corresponded to 
the 4 N-terminal residues of TIMP-2, a broad-spectrum natural protein inhibitor of MMPs. 
Scaffolds able to reproduce the functional topology of this motif as described in the TIMP-
2/MMP-14 complex were obtained by exhaustive screening of the Protein Data Bank (PDB) 
using the STAMPS software (Search for Three-dimensional Atom Motif in Protein Structure). 
Ten artificial protein binders satisfying all topologic, steric and electrostatic criteria applied for 
selection were produced for experimental evaluation. These binders targeted catalytic sites of 
MMPs with affinities ranging from 450 nM and 590 {M prior to optimization. The crystal 
structures of two artificial binders in complex with the catalytic domain of MMP-12 showed 
that the intermolecular interactions established by the functional motif in these artificial binders 
corresponded to those found in the TIMP-2/MMP-14 complex, albeit with some differences in 
their geometry. Molecular dynamics simulations of the 10 binders in complex with MMP-14 
suggested that these scaffolds could allow reproducing in part the native intermolecular 
interactions, but some differences in geometry and stability could contribute to the lower 
affinity of the artificial protein binders as compared to the natural one. Nevertheless, these 
results show that the in silico design method used can provide sets of starting protein binders 
targeting a specific binding site with a good rate of success. This approach could constitute the 
first step of an efficient hybrid computational-experimental protein binder design approach. 
 
 


