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Protéines et mini-protéines

BgK bunodosoma granulifera K" channel -voltage gated
ChTx charybdotoxine

AgTx2 agitoxine 2

DTX dendrotoxine

BPTI bovine pancreatic trypsine inhibitor

BBI Bowman Birk inhibitor

SFI sun flower inhibitor

MGI mung bean inhibitor

SSI sunflower seeds inhibitor

APPI Alzheimer's amyloid beta-protein precursor inhibitor
PPTI porcine pancreatic trypsin inhibitor

CPTI-II cucurbita pepo trypsin inhibitor IT

STI soybean trypsin inhibitor

EETI-II ecballium elaterium trypsin inhibitor IT

LDTI leech derived tryptase inhibitor

MCTI-A momordica charantia trypsin inhibitor A

TFPT tissue factor pathway inhibitor (second domain)
OMTKY-2 ovomucoid turkey egg white inhibitor 2

PSTI-3 pancreatic secretory trypsin inhibitor 3

Acides aminés / Bases azotées
Tableau des acides aminés et acides nucléiques (désoxyribose) selon leur dénomination courante,
le code a 3 lettres ou a1 lettre, utilisés dans le code international.

Acides aminés naturels

Alanine ALA | A Cystéine cYys | C Leucine LEU | L Sérine SER | S

Arginine ARG | R | Glutamine | LN | Q Lysine LYs | K Thréonine THR | T

Asparagine ASN | N Glycine 6LY | 6 Méthionine MET | M | Tryptophane | TRP | W

Ac. aspartigque | ASP | D Histidine HIS | H Proline PRO P Tyrosine TYR | Y

Ac. glutamique | GLN | E | Isoleucine | ILE I | Phénylalanine | PHE | F Valine VAL | V
Acides Nucléiques (formant des désoxyriboses)

Adénine ADE | A Guanine GUA | G Thymine THY | T Cytosine YT | C



INTRODUCTION



Le développement de molécules, d usage thérapeutique ou diagnostique, reste un enjeu majeur en
biologie. Bien que ces recherches bénéficient des connaissances croissantes des phénomenes
physiologiques et pathologiques, a I'échelle moléculaire, la demande ne cesse de s'accroitre car
les enjeux de santé publique sont considérables (cancer(s), SIDA, maladies neuro-dégénératives,
résistance aux antibiotiques...). Cependant, malgré la diversité des approches mises en ceuvre, le
nombre de nouvelles molécules actives, identifiées, reste relativement faible. Dés lors, le
développement de nouvelles méthodes, permettant d'augmenter |'efficacité et le rendement du

processus de conception, appardit nécessaire.

Par ailleurs, ces derniéres décennies, la découverte de nouvelles molécules actives ne se limite
plus aux molécules organiques, de faible poids moléculaire : de nouvelles voies sont envisagées,
pour le développement de telles molécules. Parmi celles-ci, le développement de composés
peptido mimétiques ou, de protéines issues de l'ingénierie, a permis des avancées importantes.
Les protéines apparaissent attractives de part leur capacité a interagir d haute affinité et
surtout avec une grande spécificité avec d'autres partenaires. Bien que les molécules organiques
conservent un attrait considérable, pour les groupes pharmaceutiques, lié en particulier a leur
faible colit de production, I'exploration de l'utilisation des protéines dans des contextes
thérapeutiques et diaghostiques a conduit a identifier des protéines, issues de I'ingénierie, dont
I'utilité a pu étre démontrée, lors d'études cliniques. Ces résultats, ainsi que les progrés réalisés
en matiére de production, de purification et de caractérisation des protéines (en particulier sur
le plan structural) ont contribués a l'intérét porté a cette classe de molécules. D'autre part,
l'accroissement continuel du nombre de structures 3D de protéines, connues et reportées dans
la « PDB» (« Protein Data Bank »), constitue un atout considérable tant sur le plan de la

compréhension des phénomeénes biologiques que de I'ingénierie des protéines.

Le travail réalisé dans le cadre de cette thése s'inscrit dans le contexte de I'utilisation des
protéines comme ligand et a pour objectifs (1) de contribuer a I'amélioration de la compréhension
des interactions entre protéines et (2) de mettre au point une méthode de conception ligands
protéiques. Cette méthode, repose sur le transfert dun motif de résidus fonctionnels
(énergétiquement important pour une interaction donnée), identifiés sur un ligand, dit de
référence, de la cible considérée, par «alanine scanning». Le transfert a lieu sur une
plateforme protéique, capable de reproduire la topologie fonctionnel de ce méme motif. Des
travaux antérieurs, utilisant le transfert d'un motif fonctionnel sur plateforme protéique, pour

la conception de ligands, ont permis de démontrer lintérét d'une telle approche. Cependant,



I'augmentation croissante d'informations structurales, concernant les protéines, offre de
nouvelles perspectives, dans cette optique. Ainsi, l'identification des plateformes susceptibles
d'accueillir le motif fonctionnel, peut-elle tre réalisée grdce a un examen systématique de la
topologie des structures protéiques contenues dans la PDB. Les petites protéines (de taille
comprise de 20 a 100 résidus), dénommées mini-protéines, possedent plusieurs caractéristiques
qui les rendent particulierement attractive pour la conception de ligands. L'examen systématique
des structures, déposées dans la PDB, permettrait d'identifier foutes les mini-protéines,
possédant des structures 3D compatibles avec le transfert du motif considéré, en reproduisant
sa topologie fonctionnelle. Il serait alors possible d'augmenter la diversité des possibilités,

accroissant, de ce fait, le taux de succes d'une telle approche.

Une méthode de conception de ligands, par transfert d'un motif fonctionnel sur une mini-
protéine, doit prendre en compte I'ensemble des propriétés de la plateforme. En effet, tous les
résidus de celle-ci sont susceptibles de contribuer, de maniére favorable ou défavorable, a
I'interaction avec la cible considérée. Il est donc essentiel que la sélection des plateformes
implique des critéres concernant divers aspects des interactions protéine-protéine. A notre
connaissance, dans les études de conception de ligands protéiques par transfert de site
fonctionnel reportées antérieurement, ces aspects ne sont jamais explicitement pris en compte.
Dans le cadre de ce travail, nous avons réalisé une analyse de ces interactions, dans des
systémes relevant, par rapport aux questions posées par le développement d'une mini-protéine
mimétique. Nous avons pu identifier, dans la PDB, diverses protéines, pour lesquelles plusieurs
complexes, avec des ligands protéiques, interagissant a un méme site de liaison, étaient
disponibles. Ce tfravail nous a permis de mettre en évidence les criteres importants pour la
reproduction de l'interaction et de caractériser leurs fluctuations. La complémentarité de
formes de partenaires protéiques et la similarité des potentiels électrostatiques des différents
ligands, peuvent ainsi &tre utilisés, comme critéres de sélections des protéines hdtes. Par
ailleurs, ce travail a également montré que les interactions ponctuelles n'étaient pas
systématiquement reproduites, par I'ensemble des ligands, en interaction avec la méme cible
protéique. Les informations issues de cette analyse ont été utilisées pour la caractérisation des
modes d'interactions des ligands protéiques congus. Cette approche générale de conception de
ligand protéique, basée sur la structure, a été appliquée a la conception de mini-protéines
capables de lier le canal Kv1.2, cible de la toxine BgK. Les résultats obtenus ouvrent la voie a la
possibilité d'optimiser les ligands protéiques, du canal Kv1.2, congus dans le cadre de ce travail

et d I'application de cette approche a d'autres cibles d'intérét, en santé humaine.






Conception de ligands protéiques

« La Science ne cherche pas d énoncer des vérités éternelles ou de dogmes immuables ; loin de prétendre que
chaque étape est définitive et quelle a dit son dernier mot, elle cherche a cerner la vérité par approximations
successives » (B. Russell).






Chapitre I : Conception de ligands protéiques

« Scientific discovery consists in the interpretation for our own convenience of a system of existence, which has
been made with no eyes for our convenience at all » (Norbert Wiener).
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Les macromolécules biologiques assurent de multiples réles au sein d'un organisme (structure,
défense, métabolisme, énergie, information...), mais chaque fonction ne peut s'exercer qu'aprés
une étape de reconnaissance et d'interaction avec un ou plusieurs partenaires. La quasi totalité
des interactions correspond a la formation de complexes non-covalents, de hautes affinité et

spécificité, caractéristiques fondamentales des macromolécules biologiques.

Parmi ces macromolécules biologiques, les protéines sont les principaux médiateurs des fonctions
d'un organisme. De nombreux travaux ont été réalisés pour comprendre comment celles-ci
interagissent avec leurs partenaires, dont la nature peut €tre extrémement diverse (acides
nucléiques, ions, métaux, sucres, lipides, molécules organiques, ou autres protéines). Les

interactions entre protéines en représentent la majeure partie.

La compréhension des interactions entre protéines est fondamentale : d'une part, afin de mieux
appréhender les bases moléculaires des processus biologiques et d'autre part, pour développer
des méthodes de conception de ligands en vue d'obtenir des agents thérapeutiques et/ou

diagnostiques.

Le chapitre suivant portera sur I'état actuel des approches de conception de médicaments, et
I'importance de la conception de ligands par rapport a cette derniére. Puis le choix de ligands de
nature protéique sera expliqué et justifié par ['énumération d'exemples de protéines
actuellement utilisées en tant que médicaments. Enfin les diverses méthodes de conception de

ligands déja décrites, ainsi que leurs limitations, seront présentées.
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I.1 De l'intérét de la conception de ligands

Les stratégies mises en place afin d'obtenir de nouveaux médicaments (*) ont radicalement
changé au cours du siécle dernier, de la découverte hasardeuse de nouveaux composés a la
planification de la conception, comme schématisé figure I-1 [1]. Les différentes évolutions sont

indiquées par ordre chronologique dans le paragraphe suivant.

4 N
Evolution des stratégies ]
Débur XIXéme P Fin XXéme
Découvertes aléatoires isolées Découvertes gouvernées par le saveoir
Connaissances scientifigues limitées Concoption ratiomnelle de médicaments
Ressources technologigues limitées Stratdgies & visées commerciales
\ J/

Figure I-1: Représentation schématigue des stratégies dobtention de médicaments du début du XIXéme siécle jusqua la
fin du XXéme siécle [1] La découverte aléatoire de médicament, basée sur empirisme, est remplacée par une approche
planifiée, dont le colit et la durée sont estimés au préalable, correspondant a une approche dénommée pour ces raisons
« rationnelle ».

I.1.1 De la découverte a la conception de composés actifs

Jusqu'au XIX°™ siécle, la découverte de nouveaux médicaments était liée a l'observation
empirique des effets produits par diverses substances naturelles vis-a-vis des maladies. Il est a
noter que, déja au XVIeme siécle, Paracelse (**) prénait déja l'idée de la nécessité de disposer
de médicaments spécifiques pour chaque maladie. Au cours du XIX®™ siécle, grdce au progrés de
la chimie et de la physiologie, les premiers principes actifs sont isolés (morphine, émétine,
quinine, acide acétylsalicylique, digitaline). La premiére moitié du XX®™ siécle est marquée par le
développement de nombreuses classes de médicaments. Apparaissent successivement les anti-
syphilitiques (1906), les anti-paludéens (1927), les antibiotiques (1928), les anti-infectieux
(1935), les anti-histaminiques (1942), les anti-coagulants (1947), les anti-tuberculeux (1951), les

anti-dépresseurs (1957)...rejoignant ainsi les idées de Paracelse, émises 400 ans auparavant.

* Médicament

Est considéré comme médicament, toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives
ou préventives & I'égard des maladies humaines ou animales, ainsi que tout produit pouvant &tre administré a 'homme ou a
I'animal en vue d'établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions organiques. (Article
L.511 du Code de la Santé Publique).

** Paracelse, de son véritable nom Philippus Aureolus Theophrastus Bombast von Hohenhiem (1493-1541)

Chimiste et médecin, considéré comme I'un des péres de la médecine expérimentale, a qui l'on doit notamment : « Tout
est poison, rien n'est poison. Seule la dose fait le poison »
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La seconde moitié du XX*™ siécle, montre un changement radical : les premiéres méthodes
d'évaluation préclinique et de criblage sont introduites, faisant suite au drame de la thalidomide.
La création de banques de composés naturels et/ou synthétiques, leur criblage puis
I'identification des molécules actives constitue I'approche dite combinatoire. La 26 janvier 1965,
la mise sur le marché de médicaments est soumise d une réglementation plus contraignante par la
directive 65/65/CEE. Elle stipule que chaque composé actif identifié doit obtenir au préalable
une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM), délivrée par I'Agence Frangaise de Sécurité
Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) ou I'Agence Européenne pour I'Evaluation des

Médicaments (AMEA). L' AMM n'est décernée qu'a l'issue de différentes phases, détaillées sur la

figure I-2, A.

(o M oS RARRARRARNRRARRRNLRNNRRARRRRRuARRRARRARRANRSARauaauReRRRARAARRanan e, )
![ Description des tests effectués Evolution du nombre de mokcukes |
i| pendant les différentes phases actives des phases 0 a IV
Pharmacologic OOO ogogzg o

fondamentale g}gﬂ) . o 10000
Découverte Phase 0 (6ans:

Tests F’é"‘ﬁm'f“ [ ( 2)] P&mebgm 008 o) 10
expérimentale o0

H Toxicologic o ©

(" Tolérance biolegique, - ° d
toxicité, desages [ Phase I (1an3) ] 80 ©

;§~§ Relation dose-effet ( 0° s

I F < onr dose-effe Phase II (2ans) o

H )

: §

Démonstration defficacité, [ Phase III (30!15%)] °, 2

: \ effets indésirables -

Pharmacovigilance

é ----------------------------

Figure I-2 : Phases nécessaires pour le développement d'un médicament jusqua [obtention de son autorisation de mise sur
le marché (AMM). La partie A définit les étapes nécessaires pour [obtention de IAMM. La partie B montre [€volution du
nombre de médicaments obtenus aprés les différentes phases nécessaires pour [obtention de IAMM, et le rendement de
chacune [http.//www.chups. jussieu.fr/polys/pharmaco/poly].

A ftitre d'indication, il est estimé qu'a la fin de celles-ci, 1 molécule active sur 10000 obtient
finalement 'AMM, comme indiqué sur la figure I-2, B. L'ensemble de la procédure couvre une
période de 10 a 15 ans, de la découverte d'une molécule active a sa mise sur le marché. En tenant
compte de ces limitations de temps et de rendement, le colit de développement d'un médicament
est devenu prohibitif. La derniere estimation (bien que surévaluée d'apres certains [2]) est

évaluée a 802 millions de dollars [3], expliquant I'engouement des industries pharmaceutiques
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pour la mise au point de méthodes de conception de médicaments plus rapides et plus efficaces.
Depuis une vingtaine d'années, l'industrie pharmaceutique s'est tournée vers la « conception
rationnelle » (« Rational Drug Design ») pour l'obtention de nouveaux médicaments. Le but de
I'approche rationnelle est de réduire le nombre d'échecs et limiter ainsi les colits de
développement. A cette fin, la conception est orientée vers une cible moléculaire, connue pour
son implication dans un processus pathologique, et non plus par I'observation d'effets
physiologiques. La conception rationnelle est une approche interdisciplinaire, représentée sur la
figure I-3, qui s'appuie, entre autre, sur les concepts de l|'approche combinatoire (chimie
combinatoire [4], « phage display » [5], évolution dirigée [6]), ainsi que sur diverses techniques
de bioinformatique et de modélisation moléculaire [7] (annexe A.1), de biologie moléculaire, de

biophysique et de chimie.

4 N
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Figure I-3 : Représentation schématique des relations entre les différentes disciplines impliguées dans la conception
rationnelle. [didier.rognan@pharma.u-strasbg.fr]
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T.1.2 La conception « rationnelle »

Le principe de la conception rationnelle repose sur la connaissance préalable d'un systéme
biologique ciblé (cause moléculaire d'une pathologie). La conception rationnelle de médicaments

comprend plusieurs étapes successives, indiquées sur la figure I-4 :

([ N
3-8 mois @ 3- & moix @ &-18 mois
“., Identification ™ Validation " Mise au point d'un ™.,
<" delacible . delacible - crible haut débit
_—e_eE__Ee_—_e—_—_e—_—_——————— — “

@ o .

- = H

Détermination d'une

molécule guide (lead)
&-12 mois

-

Vd , ~

* Développement . _ (e
pré-clinique |
15-24 moic -

S 7/
T~ ©,

Sélection des
molécules actives

*

Introduction de

f- » f' * b . - I ' -
Optimisation diversité moléculaire

moldeole guide:
24-48 mois

X Criblage & haut débit (HTS)
J

Figure I-4: Schéma général de la conception rationnelle de médicaments. Les premiéres étapes concernent
lidentification et la validation dune cible moléculaire dintérét. Les étapes suivantes concernent le développement d
proprement dit de médicament vis d vis de cette cible. L étape de détermination dune molécule guide correspond d ce
travail de theése.

Etapes 1 et 2 : identification et validation de cibles moléculaires d'intérét Les deux
premieres étapes concernent la cible moléculaire d'intérét [8]. Les développements récents de
I'informatique et de la bioinformatique (annexe A.1) combinés aux techniques de biologie
moléculaire et de biochimie, ont permis I'émergence de domaines nouveaux tels que la génomique
fonctionnelle, la génomique structurale ou la protéomique [7]. Ceux-ci permettent d'améliorer
notre compréhension de processus biologiques et pathologiques, de la séquence des génes aux
interactions moléculaires impliquées. Ainsi, les cibles moléculaires associées aux pathologies

peuvent-elles étre identifiées et validées [7, 8].
éfape 3 : mise au point d'un test d'évaluation des composés actifs. Avant toute conception, il

convient de disposer d'une méthode de sélection la plus spécifique possible afin d'identifier les

composés les plus actifs. L'approche rationnelle nécessite, le plus souvent, une étape

-16 -



combinatoire, laquelle génére une grande diversité de composés [9, 10, 11]. Selon la taille de la
banque de composés générés lors de I'étape combinatoire, des méthodes de criblage a haut débit
ou HTS («High Throughput Screening») [12], seront nécessaires. Plus récemment, les
développements de la modélisation moléculaire laissent envisager, a I'avenir, des méthodes de

criblage /n-silico ou VHTS (« virtual HTS ») [13].

Etape 4 : identification de molécules guides. Aprés la mise au point d'une méthode d'évaluation,
le processus dans son ensemble est itératif (figure I-4, étapes 4 a 7). La premiére de ces étapes
correspond a l'identification ou la conception d'une ou plusieurs molécules guides (« lead »),
capables d'interagir avec la cible choisie. Le seul critére d'affinité est utilisé a cette fin. Une
approche plus récente, ou « criblage /n-vivo», consiste a sélectionner, dés la premiere étape, les
molécules possédant des criteres biologiques compatibles avec le développement de médicaments
(biodisponibilité, pharmacocinétique...). De cette fagon, I'étape d'optimisation s'avére plus

efficace.

éfape 5 : optimisation des propriétés biologiqgues de la molécule guide. Ultérieurement, les
propriétés biologiques (affinité, spécificité, biodisponibilité, toxicité..) des molécules guides
sont optimisées par diverses modifications de leur composition. Ces modifications peuvent étre
déterminées a partir, soit de I'analyse structurale et/ou fonctionnelle du systéme, soit de fagon
aléatoire. Toutefois compte tenu de I'impossibilité actuelle a prédire les propriétés biologiques
d'un composé donné a partir de sa seule structure, il est nécessaire d'introduire la diversité
moléculaire la plus complete possible. Dans ce but, des banques de composés variés de nature
diverse, aussi bien organiques que protéiques, sont construites. La chimie combinatoire, qui
trouve son origine dans la chimie des peptides [4, 14] permet de construire d'importantes
banques de composés organiques ou peptidiques. La grande diversité ainsi générée [10, 11]
explique l'importance de cette approche dans la découverte de nouveaux composés actifs [9]. Plus
récemment le développement de la synthése a diversité orientée (ou DOS) [15, 16] a permis
d'augmenter la complexité des composés organiques synthétisés. En outre, dans le cas de
composés peptidiques, la diversité ou la modification de fonctions peut €tre obtenue par des
techniques de biologie moléculaire regroupées sous le terme d'évolution dirigée [6]. La méthode
de « phage display » [5, 17], couplée a celles-ci, rend possible I'identification des peptides actifs

contenus dans ces banques [18].
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Etape 6 : sélection des composés actifs. Enfin, dans la derniére étape de chaque cycle, les
molécules issues des banques créées a partir des molécules guides sont testées grdce,
notamment, aux méthodes de criblage a haut débit (HTS [12] ou VHTS [13]) ef, seules les

molécules les plus efficaces, sont conservées.

éfape 7 : mise au point de médicament. Le processus étant itératif, les molécules identifiées
comme les plus actives peuvent &tre de nouveau utilisées comme guide pour un cycle
supplémentaire d'optimisation/sélection. Lorsque l'activité d'un composé est estimée acceptable,
le processus de développement de médicament se poursuit par la réalisation d'essais précliniques

et de formulation adéquate

Remargues

Malgré la mise au point et I'utilisation généralisée de la conception rationnelle, la conception de
nouveaux médicaments est en déclin [19]. Plusieurs travaux incriminent cette approche, du fait
d'une prise en compte incompléte des systemes et processus biologiques. Une méme pathologie
peut, en effet, tre associée a plusieurs protéines, de ce fait ; l'inhibition d'une seule cible ne
peut suffire. Les limitations concernent donc essentiellement le choix de la cible d'intérét et non
pas l'activité des composés vis-a-vis de celle-ci. Certains envisagent une approche, combinant a la
fois conception rationnelle et conception basée sur la physiologie (« Physiology Based Drug

Design »), vial'utilisation de criblage /n vivo notamment.
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I.1.3 Identification/Conception de « molécule quide »

Le travail effectué au cours de cette thése concerne I'étape de détermination de « molécules
guides » (conception de ligands). Deux objectifs a celle-ci: améliorer la compréhension des
interactions protéine-protéine et développer une méthode de conception de ligands, pouvant étre
utilisée dans un processus plus large de conception de médicaments. La conception rationnelle
s'est largement répandue notamment grdace a I'apport croissant d'informations structurales, ou
« Structure Based Drug Design» [20, 21, 22]. Cette derniere repose sur l'utilisation de la
bioinformatique et de la modélisation moléculaire (annexe A.1), désigné sous le nom de
« Computer Aided Drug Design » [23]. L'accroissement en paralléle, représenté sur la figure I-
5, des informations structurales de protéines contenues dans la PDB (figure I-5, A ; annexe A.2)
ainsi que de la puissance des calculateurs (figure I-5, B) ont largement contribué au

développement de ces approches.
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Figure I-5 : Evolution paralléle des informations structurales contenues dans la PDB et de Ja puissance des calculateurs.
Ces évolutions facilitent les approches basées sur la structure. [didier.rognan@pharma.u-strasbg.fr].
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La connaissance d'informations structurales autorise l'analyse, a ['‘échelle atomique, des
déterminants d'une interaction donnée, autrement dénommés « pharmacophores » [24, 25]. Ce
concept a conduit a proposer lidée que les déterminants fonctionnels sont distincts de
déterminants structuraux, ou épitopes structuraux [26]. L'identification de pharmacophores
permet de construire un modele (2D ou 3D) qui représente I'agencement des fonctions chimiques
ou des résidus nécessaires a l'interaction avec la cible choisie [27, 28]. Les figures I-6 et I-6bis
illustrent l'utilisation de modéle pharmacophorique pour la conception de ligand de la protéase

HIV-1[29].
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Figure I-6 : Fichier PDB 2BPV [29]. La protéase HIV-1 (en gris, monoméres A et B) est représentée en mode « cartoon ».
Le ligand L 735-524 (en magenta) ainsi que les résidus du site de liaison de la protéase (en vert) sont représentés en mode

« stick ».

\

- e e e o

---------- Figure I-6bis : Représentation
agrandie du ligand L735-524
dans le site de liaison de la
protéase HIV-1 Le ligand
correspond au modéle
) pharmacophorigue.

L

La connaissance structurale du site actif a permit de mettre en évidence la composition chimique
de sites potentiels pour le développement d'inhibiteur. L'inhibiteur L735-524 (Indinavir, AMM en
1996), développé par MERCK correspond a ce modéle pharmacophorique.
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Pour cibler un processus biologique donné, différentes voies, schématisées figure I-7, sont
empruntées pour construire le modéle d'interaction, selon la nature des informations

structurales disponibles, contenues dans la PDB notamment (annexe A.2). Ces dernieres sont les

suivantes :
' Figure I-7:
Identification des
Cible - Ligand pharmacophores a
1) partir  dinformations
structurales
disponibles.

Identification Directe Identification Indirecte

[Iden‘rifica’rion des déterminants de linteraction : « pharmacophores » }
\ J

1) La structure d'un complexe cible/ligand est disponible. Cela rend possible l'identification du
site de liaison et des interactions entre la cible et son ligand. Les pharmacophores sont alors
directement déduis de I'analyse de la structure du complexe selon des critéres de distance et de
géométrie. Ces observations peuvent, en outre, &tre corrélées avec divers résultats
expérimentaux : microcalorimétrie [30], « alanine scanning » [31], méthodes d'évolution dirigée
[6], BIAcore (1990). Ces différentes techniques permettent de quantifier [Iimplication
énergétique de chaque fonction chimique dans la formation du complexe cible-ligand. Ce cas est
optimal pour la conception de nouveaux ligands étant donné que des observations structurales

fiables peuvent étre directement reliées a diverses informations expérimentales.

2) La structure dun ligand est disponible. La structure 3D de la cible étant inconnue,
I'approche de conception ne repose que sur la connaissance de la structure d'un ou plusieurs
ligands identifiés, correspondant au concept de « Ligand Based Drug Design » [32]. L'étude de la
relation entre la structure du ligand et son activité vis a vis de la cible (ou SAR, « Structure
Activity Relationship ») est alors nécessaire. Dans ce contexte, l'utilisation de la modélisation
moléculaire facilite cette étude, via des méthodes quantitatives. Dans les études QSAR
(« Quantitative Structure Activity Relationship »), les modifications de structure sont corrélées
avec une propriété donnée (interaction avec une cible par exemple). Plusieurs exemples décrits

dans la littérature décrivent la mise en application d'une telle approche basée sur la structure
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d'un ligand pour l'identification et 'optimisation de molécules guides. Par exemple, la cyclophiline
A (CypA) a été identifiée comme cible moléculaire d'intérét pour son réle dans l'infection du HIV
[33]. A partir de la structure de ligands de la CypA une molécule guide a été identifiée, d'affinité

0,3 pM, qui, aprés optimisation, a fourni deux ligands, d'affinité 14 et 20 nM [34].

Par ailleurs, une alternative peut &tre envisagée en l'absence d'information structurale sur la
cible. II a été démontré que deux séquences fortement homologues conservaient le méme
repliement [35]. La modélisation par homologie ou « Homology Modelling» [36] permet de
remplacer l'information structurale manquante, a condition de disposer de la structure d'une
protéine présentant une forte homologie de séquence avec la cible. Il est estimé que, deux
structures peuvent €tre considérées identiques, lorsque leur RMSD (obtenue via la superposition
des atomes de leurs chdines principales respectives) est inférieur a 2 A. D'aprés le tableau I-8, a
partir de 60% d'homologie, 70% des prédictions peuvent donc étre considérées comme correctes.
Du fait de la diversité des structures présentes dans la PDB, cette approche peut &tre

couramment employée. En revanche, d'aprés ces résultats, elle ne peut s'appliquer dans tous les

cas.
4 —— — N\ Tableau I-8: Conservation du
f 1 repliement en fonction du degré
PercentCl Percent || Percent Percent Percent Percent a”/'[gma/gg/e [35] Pour des valeurs
Petcent Tatal smodels | @odels 1 r_nodels rpodels r_nodels rpodels de RMSD 5Upé/‘/2¢//‘25 a2 /f/ deux
sequence | number of | e withemed |with smed | withsmed | withmmed | with rmsd A
identit.ya modals” lonwet [ lower than |[lower than | lower than | lower than | higher structures peuvem‘ éfre
thanl & 24 1 34 44 54 than 5 & considérées comme similaires. A
| I partir de 60% dhomologie, la
2529 125 o Vo o ow 46 67 33 modélisation par homologie permet
| I une prédiction correcte dans 70%
30-39 222 o b ) s i 77 23 des cas.
! I
40-43 156 a 1 44 1 63 72 a1 a
| I
50-59 155 13 55 K 26 a1 9
,.---------:___.l,
1
I A0-68 145 38 | 72 *I 25 a1 a2 ]
-9 137 42 T &2 25 28 12
2029 173 45 79 2h o4 a5 3
095 28 50 78 23 26 a1 9
\. y,

3) La structure de la cible est disponible. L'approche correspond alors au concept de « Target

Based Drug Design ». Deux cas sont a distinguer :

3.1) La structure d'au moins un ligand est disponible. Ne disposant pas de la structure

du complexe, il est envisageable de positionner le ligand a la surface de la cible au site considéré

-22 -



comme le plus favorable, énergétiquement et/ou stériquement. Cette approche, dénommée
ancrage (ou « docking») [37, 38], est appliquée par de nombreux logiciels [39] dont le
programme DOCK [40, *], couramment utilisé pour la conception de ligands. Actuellement, la
procédure d'ancrage est relativement systématique, comme décrit dans la figure I-9. Elle peut
différer en revanche par la fonction d'énergie utilisée pour le calcul de I'énergie d'association. Un
grand nombre dapproches ont été proposées afin d'estimer cette énergie; toutefois ces
derniéres peuvent tre regroupées selon trois catégories distinctes [41]: celles basées sur un
modele physique (ou PEEF, pour « Physical Effective Energy Functions »), sur I'analyse statistique
de structures 3D de protéines (ou SEEF, pour « Statistical Effective Energy Functions ») ou
reposant sur l'analyse d'informations thermodynamiques, obtenues expérimentalement (ou EEEF,

pour « Empirical Effective Energy Functions »).

s ™\ Figure I-9 : Schéma général de la procédure dancrage [39]. Les

Coordinates Coordinates Experimental diverses m/efhades ou ,/a_q/ae/s existants a’/ffef’enf selon Ja

of molecule 1 of molecule 2 information fonction dénergie utilisée pour estimer la validité des solutions
S P proposées.
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3.2) Aucune structure de ligands n'est disponible. La détermination de pharmacophores
ne peut étre obtenue que par I'utilisation de méthodes de modélisation moléculaire. A cet égard,
plusieurs programmes ont été écris, dont le programme GRID [42, **]. Dans ce programme,
différentes sondes moléculaires (groupement méthyle, molécule d'eau, sphere chargée...) sont
utilisées pour déterminer, a la surface dune protéine donnée, les sites de liaison
énergétiquement favorables a un type d'interaction particulier. Ces stratégies sont représentées
par la figure I-10. Les pharmacophores, ainsi déterminés, autorisent la recherche de molécule
correspondante dans diverses bases de données de structures, schématisé sur la figure I-10,
partie A. Une autre option repose sur I'utilisation couplée des programmes MCSS pour « Multiple

Copy Simultaneous Search » [43] et HOOK [44].

* http://dock.compbio.ucsf.edu/
** http://www.moldiscovery.com/soft_grid.php
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Le premier programme (MCSS) permet de définir les groupements fonctionnels et leur
positionnement les plus adaptés pour un site de fixation déterminé, d'une maniere analogue au
programme GRID. Le second programme (HOOK) détermine les structures chimiques capables de
relier les groupements fonctionnels entre eux dans la topologie décrite par MCSS, comme

schématisé sur la figure I-10, partie B.

(®

) 1Sondes o Y,
" moléculaires W

Détermination des
pharmacophores

3 .....,(I' @
Q| N Recherche du modéle

' = NS pharmacophorique dans
Touche == Pharmacophores des banques de données
4 pts, 6 distances

Détermination de groupements
Fonctionnels par GRID ou MCSS

1 Placement total

Identification de
« liens » chimiques
- S . o y par HOOK
Figure I-10 : Conception de novo par modélisation moléculaire. Partie A : lutilisation des programmes GRID ou MCSS
suivie de recherche dans des bases de données. Partie B . utilisation couplée de MCSS et HOOK pour la conception de
nouveaux ligands (partie B). [didier.rognan@pharma.u-strasbg.fr]

Ainsi, ne disposant que de la structure du récepteur, un ensemble de pharmacophores sont
identifiés. Ces approches correspondent au concept de « De Novo Drug Design ». Plusieurs
exemples montrent leur mise en application dans la conception de ligands. A partir de la seule
structure cristallographique de la sialidase du virus influenza, deux inhibiteurs ont été congus
par l'utilisation du programme GRID [45]. Ces derniers présentent des constantes d'inhibition
pour la sialidase de 5.10% M et 2.10™ M, et constituent les inhibiteurs les plus puissants décrits
dans la littérature. Ce travail a abouti a la mise sur le marché du Re/enza®, développé par
GlaxoSmithKline pour le traitement des virus /nfluenza de type A et B. Dans un autre exemple, le
programme MCSS a été utilisé pour le développement d'inhibiteur de la thrombine. Plusieurs
molécules ont-elles ainsi été générées, dont |'une possédant une constante d'inhibition de 1,7 uM

[46].
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Remargue

Cependant, I'approche de conception de médicament de novo peut Etre envisagée, en absence de
pharmacophores identifiés, en utilisant la méthode d'ancrage précédemment décrite. A partir
d'un site de ligison localisé, les bases de données de structures sont criblées, chaque structure
étant positionnée, au mieux, au niveau de ce site. La capacité de chaque molécule a se lier étant
évaluée par un calcul d'énergie de liaison. Cette stratégie, schématisée sur la figure I-11, reste
actuellement peu fiable compte tenu de l'absence d'informations concernant les ligands et les

sites de liaisons potentiels.

( )

[S'rr'uctur'e 3D
de la cible

[ « Docking » avec la [ Liste de solutions ]
structure de la cible classées par énergie

\,

Figure I-11: Utilisation de méthode dancrage pour lidentification de molécules guides d partir de la seule structure
tridimensionnelle de /a cible. [didier.rognan@pharma.u-strasbg.fr]

Utilisation du modéle pharmacophorigue

Une fois le modéle pharmacophorique de l'interaction avec la cible choisie défini par I'une de ces
méthodes, celui-ci est utilisé pour rechercher, dans des bases de données, toute structure
moléculaire (plateforme structurale) lui correspondant. Cette recherche est largement facilitée
par nombres d'outils bioinformatiques d'analyse de banques de structures, stratégie couramment
utilisée dans le cas de composés organiques [27, 47], mais beaucoup moins dans le cas de ligands

de nature protéique.
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I.1.4 Conclusion

Les différentes approches de conception de ligands, basées sur la structure ont prouvé, dans un
bon nombre de cas, leur capacité a identifier ou créer de nouvelles molécules, capables de lier la
cible désignée. Toutefois, la conception rationnelle présente des limitations, notamment
concernant sa productivité, en fermes de nouveaux médicaments produits [19]. Cette observation
est, d'apres l'auteur, la conséquence d'une prise en compte partielle et simplifiée des systemes
biologiques [19]. Dans le cadre de cette these, la conception de ligands a été envisagée par une
approche basée sur la structure du ligand seul, a partir de la définition d'un modéle
pharmacophorique. En revanche, la structure de la cible de ce ligand, s'est révelée nécessaire
pour la sélection des protéines les plus aptes a reproduire l'interaction ciblée. La méthode

proposée, dans le cadre de cette thése, sera entierement détaillée dans le chapitre III.
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I.2 De l'utilisation des protéines comme ligands

Différents types de molécules peuvent &tre utilisés en tant que ligands : composés organiques,
peptides, peptido-mimétiques ou protéines (*). Ce travail de thése n'‘a concerné que le

développement de molécules de nature protéique.

I.2.1 Implications pour la conception de ligands

La conception d'un ligand dans I'approche rationnelle, a partir d'une cible identifiée, repose sur
deux étapes : la détermination d'une molécule guide et son optimisation. Tandis que la premiére a
pour but d'identifier des molécules affines, quelle que soit leur nature, la seconde dépend

grandement des caractéristiques des molécules utilisées.

I.2 1-A Optimisation des ligands

Lors de l'optimisation, l'introduction de la diversité moléculaire la plus compléte possible ne peut
se faire qu'a condition que le nombre de positions a modifier soit restreint. Dans le cas contraire,
le nombre de molécules générées serait trop important pour que chacune soit analysée et testée.
Par ailleurs, la synthése chimique de molécules de nature peptidique est limitée
approximativement d une centaine de résidus, pour une utilisation routiniere (annexe C.3). Le
recours a la synthése chimique autorise, en outre, I'optimisation par introduction de résidus non-
naturels, de conformation contrainte ou exposant des fonctions chimiques supplémentaires (en
comparaison aux résidus naturels). Ces considérations expliquent le recours d des molécules de
faible poids moléculaire, facilitant la mise en application d'une approche de conception de ligand.
Ceci est d'autant plus justifié puisque I'analyse de complexes protéiques a montré que seul un
faible nombre de résidus de l'interface, contribuait majoritairement a I'énergie de liaison [26,
48, 49]. Or, la conception de ligands de trés faible poids moléculaire s'est révélée peu évidente
pour plusieurs raisons [50, 51], notfamment en raison de la taille de I'interface. Cette derniere,
supérieure a 10004 dans de nombreux complexes protéiques de structure connue [52], dépasse
largement celle de molécules organiques et de peptides de poids moléculaire inférieur a 500Da.
L'optimisation de ligands, dont la surface d'interaction est de faible taille, est donc limitée du
fait d'un faible nombre de fonctions chimiques modifiables. Dans le cas des molécules protéiques,

les peptides sont un bon exemple de ligands optimisables.

* Protéines / Mini-protéines / Peptides
Les protéines sont des polymeres d'acides aminés (alors appelés résidus), liés entre eux par des liaisons amide, entre la
fonction acide carboxylique du résidu N et la fonction amide du résidu N+1. Selon le hombre de résidus N présents dans
le polymere on parlera de peptide (N<20-50), de polypeptide (20-50<N<100), autrement appelé mini-protéines selon
certains auteurs, ou de protéine (N>100).
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Malgré leur faible taille (inférieure a 20 résidus), les peptides sont dotés de nombreuses
activités biologiques (inhibition enzymatique, antihypertenseurs, antioxydants, antimicrobiens,
neurotransmetteurs, opioides, propriétés antigéniques...). Leur faible taille facilite les approches
combinatoires générant ainsi une grande diversité, constituant une source importante
d'information pour la compréhension des interactions avec diverses cibles moléculaires [9].
D'autre part, leur capacité a mimer des ligands protéiques de taille plus importante a été
démontrée. Par exemple, les fragments constants (Fc) des immunoglobulines G (IgG) humaines

interagissent avec diverses protéines, au méme site de liaison, comme illustré sur la figure I-12.

( k.
Site dinteraction des protéines:
protéine A
protéine &
facteur rhumatoide
Site dinteraction du peptide Fragment Fc des Ig6

de 13 résidus identifié pour sa
Haute affinité au méme site

. J/

Figure I-12 : Représentation du fragment Fc des Ig& en interaction avec la protéine A, la protéine & et le facteur
rhumatoide. Les résidus sont colorés en bleu, jaune et rouge selon quils soient impligués dans une, deux ou trois
interactions (partie haute). Le site de liaison du peptide identifié (en vert) est représenté dans /a partie basse. [53]

Ces protéines, domaine Bl de la protéine A, domaine C2 de la protéine G, facteur rhumatoide et
récepteur néo-natal Fc, possédent des tailles variables, toutes supérieures a 60 résidus [53]. La
conception de banques de peptides (de 13 résidus) par « phage display » a permis d'identifier
plusieurs ligands des fragments Fc des Ig6. Un peptide notamment posséde une affinité
comparable (de I'ordre du nanomolaire) avec les ligands connus, et ceci au méme site de liaison,
illustré sur la figure I-12. Toutefois, I'utilisation de ligands peptidiques est fortement limitée
notamment en raison d'une sensibilité importante a la dégradation enzymatique dans le cas des

peptides linéaires [54, 55, 56] et surtout une trop grande flexibilité [57, 58].

I.2.1-B Importance de la structure pour la conception de ligands

Du fait de cette flexibilité, les peptides sont présents sous différentes conformations,

énergétiquement proches. Dés lors, il est relativement difficile de connditre la conformation
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bioactive d'un peptide donné [58]. La connaissance de la structure 3D d'un peptide ne peut alors
€tre utilisée pour une approche basée sur la structure. Par ailleurs, I'existence de plusieurs
conformeres se traduit par un colit entropique important, réduisant l'activité de ligands
peptidiques en comparaison avec des structures plus rigides. Pour limiter ces inconvénients,
I'approche courante repose sur le recours a des composés « peptido-mimétiques » [57, 59, 54],

illustrée par la figure I-13.

é | peptidomimétiques de type peptidique I N
« Atlénuation du caractére peptidique
isostdres d'amides...
tide endopine * Modification de la balance hydrophile/lipophile médicaments
Qm, I&I'Osid“: > | « Contraintes conformationnelles == peptidiques
locales : acides aminés "cxoligues’
régionales : mimes de structure I
globales : cyclisations
Conformation bioactive
du peptide endogéne
I hypothises de pharmacophore
Recherches 3D
Conception 'de novo' )
Criblage A haut flux — — médicaments
o roduics Jorigine " p==="~~, | mimétiques non peptidiques / — > non
banques de produits de synthé ===n-" | petites molécules organiques A
slibrairies combinatoires peptidiques

\.
Figure I-13 : L approche « peptido-mimétigue ». [Chantal Rubin-Carrez, 1998, Ateliers de Formation INSERM]

Leur structure est généralement dérivée de la conformation bioactive de peptides endogénes
(identifiée par des études SAR) par diverses modifications chimiques permettant d'atténuer le
caractere peptidique [57]. L'intérét principal consiste a restreindre I'espace conformationnel
accessible des peptides [60] par formation de cycles intra-chaine et introduction de résidus
contraints. A titre d'exemple, ceci a permis d'améliorer la capacité de liaison des peptides C,
correspondant a la partie C terminale de la protéine gp41 de HIV-1 [61]. Les peptides C inhibent
I'entrée du virus HIV-1, en liant la protéine gp41l; toutefois leur affinité est trop faible pour
envisager leur utilisation & des fins thérapeutiques. L'introduction de restrictions
conformationnelles a amélioré I'affinité pour la protéine gp41 d'un facteur 7, et diminué l'entrée
du virus d'un facteur 15 [61]. Il est, par ailleurs, possible d'améliorer leurs propriétés

pharmacocinétiques [57] par introduction de résidus non-naturels ou de liens non-peptidiques.

Une alternative, a l'utilisation de peptides et peptido-mimétiques, repose sur l'utilisation de mini-
protéines. Leur taille, comprise entre 20 et 100 résidus, rend possible les approches
combinatoires et la synthése chimique. De plus, malgré une taille faible, ces mini-protéines

possedent, de fagon générale, un repliement relativement rigide [62]. Leur faible taille exclut la
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présence d'un cceur hydrophobe contrairement aux protéines de haut poids moléculaire ;
néanmoins la stabilité structurale est assurée par une forte densité de ponts disulfures ou la
présence de sites de liaisons de métaux [62]. L'existence d'une structure bien définie facilite
l'utilisation de méthodes de résolution de structures (RMN, radiocristallographie). Il est ainsi
possible de mettre a profit les informations de la PDB (annexe A.2), contenant de nombreuses
structures de mini-protéines naturelles : toxines animales [63], inhibiteurs de protéases [64],
« knottins » (*) [65], protéines a doigt de zinc [66], protéines d « Leucin zippers » [67]. Les

différents repliements sont représentés sur la figure I-14 [68, 69, 70, 71, 72].

L2 1-C Conclusion

Les mini-protéines apparaissent comme de bons candidats pour la conception de ligands, de part
leur taille compatible avec différentes approches de synthése et d'optimisation, et leur

repliement bien défini facilitant les approches basées sur la structure.

* Knottin
Type de repliement particulier caractérisé par la présence d'un pont disulfure pénétrant un macrocycle formé par deux
autres ponts qui connectent les segments de la chdine polypeptidique. Ces protéines sont de petite taille et trés riches en
cystéine.
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Inhibiteur de protéase
. L Résidus
el R His

\) onts d:'.mffm.r

Knottin : protéine riche en Cys Domaine & deigt de zinc

4.-‘."_,\\

Réxidus Len en contoc?

\ Domaine « leucine zipper » /

Figure I-14 : Différents repliements existants parmi les mini-protéines. Les mini-protéines (en gris) sont représentées en
« cartoon », les ponts disulfures (en jaune) en mode « sphere » ou « dot ». A: repliement trois doigts de la toxine
bucandine [IIJC, 68]. B : repliement du BPTI [1BPI, 69]. C: repliement au knottin Alo-3 [1Q3J, 70]. D : structure du
facteur de transcription Spl, latome de zinc (magenta) est représenté en mode « sphere », les résidus chélatants (€5,
C8, HZ21 et HZ25) sont représentés en mode « ribbon » [15P1, 71] E : structure du facteur de transcription GCN4, les
résidus Leu (bleu et rouge pour les sous unités A et B respectivement) sont représentés en mode « sphere » [2ZTA, 72]

-31-



( [ Lignée cellulaire Lignée Lignée
@ eucaryote de souris cellulaire cellulaire
procaryocte eucaryote
Protéine de référence: 100%
ﬁ 120 -
o T Residue X In vivo half-life of X-Bgal, min
'E. 100 - A in X-Bgal In E. coli In 5. cerevisiae
} T Arg 2 2
Yoy P Lys 2 3
Y Phe 2 3
E-g 80 4 g Leu 2 3
Yo % Trp 2 3
¢ e Tyr 2 10
o His =600 3
2860 X lle =600 0
.g 3, A [N Asp ~ 600 3
oA 717N Glu =600 0
s = B rA E Asn =600 3
T 40 4 7 Gin =600 10
.§ g AU N Cys =600 >1200
S % ;: Ala =600 >1200
. AN Ser =600 >1200
"’i.,“ 20 4 A :: The =600 >1200
% AN Gly =600 >1200
o v Val =600 >1200
3 AU N Pro ? ?
'% 7 Met =600 >1200
-3 ] 0 v L ™
GSMVTAIH Approximate in vivo half-lives of X-B-galactosidase (Bgal) proteins
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Figure 1-15 : Estimation de la dégradation de protéines in-vivo en fonction de la nature du résidu N terminal (« N end
rule »). La partie A illustre cette dégradation dans une lignée cellulaire eucaryote de souris par rapport a la quantité de
protéine restante aprés 10min [82]. Le tableau, partie B, liste les valeurs de demi-vie attribuée d chaque protéine, dans

une lignée cellulaire procaryote ou eucaryote [83].



I.2.2 Les protéines comme agents thérapeutiques et/ou diagnostiques

Un des intéréts de la conception de ligands, concerne le processus de conception de
médicaments. L'accroissement du nombre de protéines utilisées, en tant qu'agents thérapeutiques

et/ou diagnostiques, met en évidence l'intérét de ce type de ligands.

I.2.2-A Protéines a usage thérapeutique

Depuis une dizaine d'années, le nombre de protéines a usage thérapeutique ne cesse d'augmenter
[73] et les prévisions, estimées par plusieurs travaux, pour les années a venir sont optimistes
[73, 74]. Initialement, leur utilisation se limitait a compenser une fonction déficiente ou
insuffisante : injection d'insuline en cas de diabete ou hormone de croissance en cas de nanisme
par exemple. Désormais, le recours a l'ingénierie des protéines permet d'élargir les possibilités

d'utilisation de celles-ci [75, 76, 77].

Les méthodes d'optimisation [75] peuvent €tre utilisées pour améliorer les critéres d'affinité et
spécificité, ou d'autres propriétés lices a l'utilisation de molécules thérapeutiques, dont la
stabilité /n-vivo et la toxicité ou limmunogénicité [78, 79]. Les protéines, méme d'origine
humaine, sont capables d'induire des réactions du systéme immunitaire de I'organisme.
Différentes stratégies d'optimisation ont été mises au point de fagon a réduire cet inconvénient
[78, 80, 81]: modifier la séquence primaire de fagon a supprimer les épitopes antigéniques [81]
et/ou améliorer la solubilité évitant ainsi la formation d'agrégats immunogénes [80], masquer les
sites d'interactions avec les anticorps par ajout de PEG d la surface des protéines [80].

Les protéines ont une durée de vie /n-vivo limitée, du fait de la dégradation par les protéases et
le protéasome. Dans ce dernier cas par exemple, la nature du résidu en position N terminale est
déterminante pour la durée de vie de la protéine [82, 83]. La figure I-15, partie A, montre
I'évolution de la quantité d'une protéine de référence (la p-galactosidase) restante apres dix
minutes selon la nature du résidu en position N terminale, dans une lignée cellulaire eucaryote.
Pour 12, parmi les 20 acides aminés naturels, la dégradation des protéines est supérieure a 40%.
Le temps de demi-vie de cefte protéine de référence a été estimé dans deux lignées,
bactérienne (£. Co/i) et eucaryote (S. Cerevisiae), et est présenté dans le tableau I-15, partie B.
D'autre part, I'action des protéases est, quant a elle, ralentie lorsque la structure des protéines
est repliée. Il en résulte une stabilité variable d'une protéine a l'autre. Le cas des anticorps, dont
la durée de vie dépasse un jour, rend concevable I'utilisation de protéines pour des applications

n-vivo.
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Figure I-16 : Liste de plusieurs protéines mises sur le marché (USA), en tant quagents thérapeutigues ou diagnostigues
(lignes entourées) [75].

I.2.2-B Exemples de protéines thérapeutigues

Les anticorps sont des protéines produites par le systéme immunitaire dont le but est de fixer
les molécules étrangeres a l'organisme. De part leur faculté a reconnditre des antigenes divers,

les anticorps ont été les premiéres protéines utilisées comme médicament. Leur utilisation s'est
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largement développée lors de la mise au point d'anticorps monoclonaux [84], capables de
reconnditre une cible précise. Les anticorps présentent de nombreux avantages: ce sont des
protéines circulantes, donc tres solubles. Leur structure rigide rend la détermination de leur
structure 3D aisée. Enfin, les régions impliquées dans la reconnaissance (fragments variables Fv)
de structures diverses, sont peu sensibles aux mutations, facilitant les approches d'ingénierie et
d'optimisation. Leurs applications sont multiples :

« a des fins diagnostiques, ils peuvent &tre associés a des marqueurs fluorescents ou
radioactifs (test ELISA, test de grossesse, marquage de tumeurs...) ;

« a des fins thérapeutiques, leur capacité a déclencher certains mécanismes immunitaires
(cytotoxicité, apoptose...) peut €tre mise a profit vis-a-vis de cellules cancéreuses. Leur
capacité de liaison peut tre utilisée afin de bloquer diverses protéines circulantes ou
récepteurs membranaires, impliqués dans une pathologie.

La liste de plusieurs anticorps monoclonaux mis sur le marché est présentée dans le tableau I-16.
Dans ce dernier, sont indiqués: le nom de la protéine utilisée, le nom du médicament, les
modifications effectuées pour améliorer ses propriétés biologiques ou modifier son utilisation, et
son indication. Les protéines peuvent donc étre utilisées dans une grande variété de pathologies,

et ne se limitent plus a compenser une fonction déficiente.

Par la suite, d'autres classes de protéines ont été mises a profit notamment différentes
cytokines : les interférons, les facteurs de croissance hématopoiétiques, les facteurs de
croissance, les interleukines, les CSF (« Colony Stimulating Factor »). Plusieurs d'entres elles
sont utilisés en tant que médicaments et sont reportés dans le tableau I-16. Ces protéines ou
glycoprotéines solubles (représentées figure I-17) de faible poids moléculaires (compris entre 8
et 30kDa, la plupart contenant moins de 150 résidus), sont caractérisées d'un point de vue
structural par des repliements bien définis. Pour ces raisons, les cytokines peuvent donc
facilement s'inscrire dans une approche de conception basée sur la structure. L'utilisation des
cytokines, a des fins thérapeutiques, est essentiellement liée a leurs fonctions dans I'organisme.
Elles sont, en effet, impliquées dans les voies de communication cellulaire, en particulier entre
cellules du systéme immunitaire. De ce fait, leur utilisation présente un intérét particulier pour
le développement de médicaments dans diverses pathologies : maladies auto-immunes, cancers,

transplantations, hépatites...[85]
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Figure I-17 : Classification des cytokines en fonction de leur repliement.

L2 2-C Conclusion

Ces différents exemples démontrent la possibilité d'utiliser des protéines en vue d'applications
thérapeutiques et/ou diagnostiques. Toutefois, les médicaments actuellement sur le marché
(anticorps et cytokines majoritairement) sont utilisés en raison de leur fonction ou de leurs
propriétés particulieres intrinseques. De nombreux cas existent, de composés organiques
entierement artificiels, dont le mode d'action est original et n'imite pas celui de composés
naturels ou déja connus. Aucun exemple similaire n'existe dans le cas de protéines. Le

développement d'approches de conception de ligands protéiques, permettrait de faciliter

I'obtention de nouvelles protéines, utilisées a des fins thérapeutiques et/ou diagnostiques.
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I.3 Conception de ligands protéiques

Depuis une vingtaine d'années, le nombre d'exemples de conception de ligands de type mini-
protéine n'a cessé daugmenter. Plusieurs approches ont été proposées a cet égard, se
différenciant, notamment, par la nature de la plateforme utilisée pour présenter les
pharmacophores [86] ou par la méthode utilisée pour lui conférer sa fonction de liaison. Créer
une nouvelle fonction peut &tre réalisé soit, par le transfert d'un site fonctionnel identifié, soit
par des techniques d'évolution dirigée, réalisées de fagon systématique [87] ou sur des positions
déterminées. Les méthodes présentées dans cette partie sont classées en fonction de la

plateforme structurale utilisée.

I.3.1 Minimisation de protéines

Le principe de la minimisation correspond a la réduction de la taille des protéines fout en
conservant leur activité biologique initiale. Cette derniere étant supportée par la structure 3D
des protéines, la minimisation permet de conserver le motif de liaison (pharmacophores) dans une
topologie compatible avec l'interaction. Deux types d'approche sont possibles : les unes basées
sur le maintient de la structure, les autres sur le maintient de la fonction [88]. D'apres les
auteurs, il est ainsi possible de réduire la taille de toute protéine naturelle jusqu'd I'obtention de
mini-protéines, tout en conservant la structure portant le motif de liaison. Par exemple, le plus
petit domaine protéique naturel posséde au plus 50 a 60 résidus en absence d'éléments
stabilisants [89]. L'approche par minimisation a démontré qu'il était possible de réduire la taille
d'un domaine d doigt de zinc (repliement feuillet-feuillet-hélice) de moitié jusqu'a I'obtention
d'une mini-protéine de 23 résidus [89], celle-ci conservant le méme repliement que la protéine
initiale et la capacité a fixer le zinc. La méme stratégie a été utilisée pour la minimisation des
domaines B et Z (59 résidus chacun) de la protéine A [90, 91]. Ces domaines lient, tous deux, le
fragment constant Fc des immunoglobulines 6. Le domaine initial comprend trois hélices a, dont
seulement deux sont impliquées dans l'interaction. La minimisation du domaine Z a conduit a une
mini-protéine de 38 résidus contenant seulement les deux hélices impliquées, comme schématisé
sur la figure I-18. Cette derniére représente l'affinité du domaine Z pour le fragment Fc,
mesurée par BIAcore, a chaque étape de la minimisation. La mini-protéine résultante a conservé
la méme affinité que le domaine initial. Un travail similaire a été réalisé sur le domaine B avec une

affinité résultante diminuée d'un facteur 10.
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Figure I-18 : Minimisation du domaine Z de la protéine A par suppression de la premiére hélice a. Le variant AZ
correspond d la suppression de la troisiéme hélice et ne présente aucune structure 3D définie. Le variant Z38 a été
obtenu par criblage de banques de phages, aprés modifications de la séguence du variant AZ. LE variant Z34C a été
obtenu par introduction d'un pont disulfure stabilisant la structure. [90, 92]

L'application la plus intéressante de cette approche, correspond a la minimisation d'anticorps [93,
94], connus pour leur capacité a interagir avec diverses structures, de composition chimique
variée, par la présence d'une région variable, tolérante aux mutations. Ces anticorps minimisés ou
« minibody » de 61 résidus ont été optimisés afin de reconnditre différentes protéines ou

peptides. La structure 3D d'un « minibody » est illustrée sur la figure I-19.

« Mini- body »
61 résidus

At ".‘..,.--., s
Sty &H 4
A BER SR RN MEWYRGGEYIA ASREX VAR
FIEYSASVKERYIVSROTSOSILY.0

.

o

H1 et HZ sont
variables

LT et

[Séquence pr'imair'e]

Ségquence primaire

.

Figure I-19 : Conception de « mini-body » de 61 résidus. Les fragments variables H1 et HZ sont modifiables de fagon a
changer les propriétés daffinité et de spécificité.
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Les applications sont nombreuses : développement d'inhibiteur [95], méthodes de diagnostic et
d'imagerie, méthode de criblage [96]...Par qilleurs, il a été démontré la possibilité d'utiliser divers
anticorps pour le développement de méthodes de diaghostic et d'imagerie [97, 98, 99] Ces
exemples, réalisés sur des anticorps, de taille réduite (80 kDa, en comparaison des 150 kDa des
IgG), laissent a penser que les « minibody » (dont la taille est de I'ordre de 6 kDa) pourraient
etre utilisés de fagon similaire. De fagon évidente, l'obtention de protéines de faible poids
moléculaire est plus avantageuse, pour des questions de colt et de facilité de synthese. A
I'exception du cas des « minibody », pour lesquels I'aptitude a reconnditre des structures trés
variées est mise a profit pour lier toute cible d'intérét, la minimisation de protéines existantes
ne correspond pas, stricto sensu, & la conception de nouveaux ligands. Cette approche permet,
toutefois, d'envisager l'utilisation de ligands protéiques de tailles importantes, en les rendant

accessibles aux différentes techniques de synthése et d'optimisation.
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(® Structure a 4 hélices Transfert du motif fonctionnel
congue par « TASP » de la sélectine E sur la plateforme

Sélectine E

-
-
=
=
b

Résickis: fonctioniels

Figure I-21 : Conception de novo d'un mime de la sélectine E. Les résidus fonctionnels de la sélectine E ont été transférés
sur une structure d quatre hélices, congue de novo. [103, 104]
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I.3.2 Synthese de plateformes de novo

La synthése de plateformes de novo correspond a la création de structures protéiques
totalement artificielles. Cette opération revient a créer et identifier des séquences de résidus
capables de produire un repliement ou une structure secondaire précise. Toutefois, la prédiction
de la structure d'une protéine a partir de sa simple séquence primaire demeure a ce jour un défi.
La synthese de plateformes de novo s'inspire ou imite des repliements naturels, dans le but de

les simplifier.

Le premier concept proposé, de « protéine de )
synthése assemblée sur matrice » ou TASP [100, ha M
101], consiste & assembler divers éléments de + A ‘FI
structure secondaire sur une matrice, comme Pl onainaioa

helices / j-sheets templates

montré sur la figure I-20, permettant l'obtention
des structures 3D voulues. La matrice peptidique

permet de réaliser des liaisons spécifiques avec

divers  peptides de structure secondaire I

déterminée, afin de générer des structures

complexes. Cette stratégie a, par exemple, été
[ Concept TASP ]
£L >

appliquée a la construction d'un complexe & 4 Template Assembled Synthetic Protein

. y

hélices, de 17 résidus chacune [102]. Cette Figure I-20 : Approche de conception de protéine de

structure, représentée figure I-21, A, a permis la  *Y7™heése assemblée sur matrice (TASF). [101]

conception d'un mime de la sélectine E [103], représenté sur la figure I-21, B. De fagon similaire,
un mime du CMH-I a été créé, du fait de caractéristiques structurales communes avec la
structure a quatre hélices, congue de novo [104]. Ce dernier a été identifié positivement par test
ELISA, en utilisant des anticorps spécifiques de molécules du CMH-I. D'autres exemples ont été
reportés, démontrant la capacité de cette approche a générer d'autres structures fréquemment
observées dans de nombreuses protéines naturelles : hélice-boucle-hélice, doigt a zinc [103, 105].
Plus récemment, une approche combinatoire a la conception de plateformes de novo a été
proposée. Considérant une protéine de 100 résidus, le nombre de combinaisons, a partir des 20

0'% possibilités [106]. Le nombre de solutions généré par cette

résidus naturels, correspond a 2
approche combinatoire doit tre limité par l'utilisation d'autres éléments. Les auteurs proposent
deux caractéristiques générales des protéines naturelles : la présence d'éléments de structure

secondaire abondants, et une distribution hon homogene des résidus polaires et apolaires entre la
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surface et l'intérieur des protéines. La proposition faite, décrit chaque élément de structure
secondaire (hélice ou feuillet), par une périodicité donnée alternant résidus polaires et apolaires
[106]. La figure I-22 représente deux structures composées soit d'hélices, soit de feuillets, a

partir du modéle proposé [106, 107].

Figure Izz: ( e === ==== A
Représentation Structure a 4 hélices a | @ Résidu apolaire :
schématigue de lapproche : . . |
de conception de novo | () Résidu polaire I

proposée. Cette derniére
repose sur la description
déléments de structure
secondaire par des
séquences périodigues,
alternant résidu polaire et
apolaire. La périodicité est
fonction de la structure
secondaire qui doit Etre
reproduite. [106, 107]

Région interne apelaire

[ Structure & 6 brins p l

l fi-strand >-—I f-strand >_‘ ﬁ—slrm;>_‘ fi-strand >_‘ B-strand >_‘ (-strand >

MR Ll eosc Ll llorcifefleliec Ll efmoc el
\ﬂ—l

Aiternance réside poloire/opoloire

Ce dernier, a permis de générer des banques de structures nouvelles, pouvant étre utilisées alors
comme plateformes pour la conception de nouveaux ligands. Ainsi, l'activité estérase a été crée
sur une plateforme congue de novo, formée de quatre hélice a correctement ordonnée [108, 109].
La méme structure formée de quatres hélices, a été utilisée, aprés modification de sa séquence,
afin de permettre la liaison de groupements héminiques. La caractérisation de la construction a
montré sa capacité a reproduire les propriétés d'un systéme héminique naturel [110]. D'autres
exemples, reposant sur la conception de structures secondaires autres, sont également décrits.
Ainsi, les protéines amyloides impliquées dans la maladie d'Alzheimer, se caractérisent des
repliements similaires composés de brins p. La conception de protéine « amyloid-like » composés
de 6 brins p a ainsi été effectuée. Le comportement des structures congues de novo est similaire
a celui des protéines amyloides connues [107]. Cette méthode, permet de mieux comprendre
certains processus moléculaires d'intérét, comme la formation des fibrilles dans la maladie
d'Alzheimer.

L'utilisation de la synthése de plateformes de novo a prouvé sa capacité a générer des protéines
de structure organisée et stable, imitant des protéines existantes connues pour leur rdle
biologique ou pathologique. Toutefois, compte tenu de I'état actuel des connaissances sur le
phénomene de repliement des protéines, la conception de structures totalement nouvelles s'avere

irréalisable.

-42-




I.3.3 Utilisation de plateformes naturelles

Une autre alternative réside dans ['utilisation de plateformes naturelles, mettant ainsi a profit la
diversité structurale existante dans la nature. Ces informations structurales sont disponibles, en
partie, dans les bases de données de structures protéiques (annexe A.2). La conception de
ligands protéiques peut &tre alors envisagée par le transfert d'un motif fonctionnel sur une

plateforme naturelle appropriée, de structure connue.

Les premiers exemples de transfert de motifs correspondent a la construction de protéines
« chiméres », dans lesquelles des segments de séquence entiers sont échangés entre deux
protéines appartenant d deux espéces différentes, mais dont le repliement local ou global est
similaire. Par exemple, la boucle centrale de la toxine a de serpent a été transférée sur la
charybdotoxine, certes, de taille inférieure, mais présentant un repliement en épingle a cheveux

identique [111, 112]. La protéine chimére ainsi créée est illustrée sur la figure I-23.

Réalisation d'une
protéine chimére
par transfert de
boucle de liaison

charybdotoxine
modifiée

Résidus impliqués dans
la liaison au récepteur
de l'acétylcholine

\, J

Figure I-23 : Création d'une protéine chimére, capable de lier le récepteur a acétylcholine, apreés le transfert de la boucle
de liaison de la toxine a [111]

La protéine chimere obtenue et la toxine a de serpent lient, toutes deux, le récepteur a
acétylcholine avec des affinités respectives de l'ordre de 10° M et 10° M. Le transfert de 9
résidus sur une plateforme structurale similaire, a permis de transférer une partie de l'activité

biologique.



Le méme type d'approche a été réalisé par le transfert d'éléments de structure secondaire sur
une plateforme dont le repliement global est différent. La protéine PF4 est constituée de 5 brins
p et de 2 hélices a. Les déterminants de l'interaction ne sont portés que par les deux hélices a
distantes en séquence. Or, la structure « leucine zipper » de la protéine GCN4, formée de deux
hélices uniquement, permet de disposer le motif de liaison dans une fopologie similaire. Ainsi, la
capacité de lier I'néparine de la protéine PF4 a-t-elle été transférée sur la protéine GCN4 [113],
illustrée sur la figure I-24. L'activité de liaison, mesurée par la rétention sur une colonne
d'héparine-agarose, a montré un comportement similaire entre la protéine PF4 et la protéine
GCN4 modifiée. La méme protéine GCN4, a été utilisée pour porter le motif de liaison de
I'interleukine 4 pour son récepteur [114], également illustré sur la figure I-23. Les affinités

mesurées varient de 2 mM a5 uM selon la fraction du site fonctionnel transféré.

[ \ Figure I-24:
Protéine GCNG Conception de mimes

(plateforme structurale) protéigues des

Transfert de protéines PF4 [113] et

site de liaison . interleukine 4 [114], en

[ utilisant  la  méme

plateforme
structurale : la protéine
GCN4. Les protéines
PF4 et IL-4 présentent
des repliements
différents, toutefois,
les  résidus impligués
dans la liaison sont
portés par des
éléments de structure
secondaire identigues.

| Elements de structure |
1 secondaire similaire

e >

Ces deux travaux démontrent qu'un méme repliement est capable de supporter deux activités

biologiques, différentes selon le motif de liaison transféré.

De fagon similaire, plusieurs travaux ont été réalisés dans le but de concevoir des protéines liant
I'ADN ou diverses surfaces protéiques [115]. L'approche proposée de greffe sur protéine
(« protein grafting ») comprend, dans un premier temps, le transfert d'un épitope fonctionnel,
présent sur des éléments de structure secondaire type hélice a ou hélice polyPro type II, sur la
structure du polypeptide pancréatique aviaire aPP. Cette mini-protéine de 36 résidus, constituée
d'une hélice polyPro type II, d'un coude p de type I et d'une hélice a est, malgré sa faible taille,

trés bien structurée [1PPT, 116]. Dans un second temps, les propriétés de liaisons des protéines



ainsi greffées sont optimisées par la réalisation de banques de phages. La mise en application de
cette approche, schématisée figure I-25, a permis la conception de plusieurs ligands d'affinité
comprise entre uM et nM, apres optimisation : ligands de protéines impliquées dans les processus
de cancérogenese, hDM2 [115] et Bcl2 [117], ligands de sites spécifiques de I'ADN, site QRE
[118] et site CRE [119, 120, 121].

fr )
[Appr-oche par « greffe sur protéine »

R 3 optimized
£ % ..-".'-.* *""dissect miniature protein
: Exemple: : . e e residues (well folded and
: ligand de la :-" re_quired... functional)

: protéine Bel2 :
termeeeeeenseerenseaneat . L functional
“/?_’ - selection
«5}? g -
{:}}J Protg:n s .-_;_'
N grafting £8
(well folded  introduce ©J miniature
but non- diversity protein
functional) exrevw library

\ J

Figure I-25 : Approche de conception par greffe sur protéine. L exemple montré correspond d la conception d'un ligand de
la protéine Bcl2. [117]

Plusieurs exemples, décrits dans la littérature, illustrent le transfert de sites de liaison sur
d'autres éléments de structure secondaire divers, boucles [122] ou feuillets p [123, 124, 125,
126]. Ces derniers travaux hotamment, concernent l'inhibition de I'entrée du virus HIV-1 dans les
cellules du systéme immunitaire présentant le co-récepteur CD4. Lorsque le virus est a I'état
circulant, la protéine gpl20 n'est pas exposée en surface et, de ce fait, ne constitue un
déterminant antigénique. En présence de la protéine CD4, la protéine gp120 est démasquée. La
stratégie envisagée repose sur l'utilisation d'un mime de la protéine CD4 afin de démasquer la
protéine gp120 avant I'entrée du HIV-1 dans les cellules immunitaires. Les épitopes de la protéine
gp120 ainsi exposées favoriseraient une réponse immunitaire. La protéine CD4 interagit avec la
gp120 par l'intermédiaire d'un feuillet composé de deux brins p anti-paralleles, comme indiqué sur

la figure I-26, A.
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Figure I-26 : Conception de mini-CD4, ligand de la protéine gpl20 a partir de la scyllatoxine. La protéine gpl20 a été
cristallisée en interaction avec la protéine CO4 et COIM33, ces deux derniéres présentant un mode de liaison similaire.
[125, 127]

Un élément de structure secondaire identique a été identifié dans la scyllatoxine, petite protéine
de 28 résidus dont la structure est stabilisée par 3 ponts disulfures. Les deux structures
présentent une grande similarité (RMSD calculé sur la chdine principale de 1,1 A). Le transfert
des résidus considérés comme important pour la liaison, a permis d'obtenir un mini-CD4, utilisé
comme molécule guide [125]. A partir de cette derniere, plusieurs modifications ont été
effectuées. L'un des premiers variants de la scyllatoxine, CD4M3, présentait une affinité de 40
UM. Aprés plusieurs étapes, |'optimisation de la molécule guide initiale a abouti a la protéine
CD4M33, d'affinité 7,5 nM pour la gp120, soit une amélioration d'un facteur 5000. Les séquences
des différents variants sont montrées sur le tableau I-27. En outre, la structure du complexe
gp120-CD4M33 [127] résolue par radiocristallographie a permis de valider le mode de liaison
supposé (figure I-26, B).
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Protéine | Hélice al Brin p1 Brin p2 || Kd

|
CDR2 | Q |KILGN | OGS FLTKGP | =M |
Scyllatoxine | AF CNLRMCQLS | CRSLG | LL&XC | I GD KCECVKH || |
CD4M3 | -- CNLARCQLS | CKSLG | LKG&C | QGS FCTCG - | 40um |
CD4M33 | -- | TpaNLHFCQLR | CKSLG | LLGKC | AGS | Bi pCACV(NH,) || 7,5 nm |

Tableau I-27 : Séquences des variants de mini-CD4 obtenus d partir de la scyllatoxine et dun ligand endogéne, le CORZ.
Les résidus en bleu correspondent aux résidus transférés, du ligand endogeéne CORZ, sur la structure de la scyllatoxine.
Tpa : acide thiopropionigue ; Bip : biphénylalanine. [125, 126].

Ce travail, illustre la possibilité de transférer un motif fonctionnel sur une plateforme apte a
supporter un motif de liaison, porté par un méme élément de structure secondaire, et d'optimiser
celle-ci afin d'obtenir un ligand protéique potentiellement utilisable pour une application

thérapeutique.
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I.3.4 Conclusion

Ces différents travaux démontrent, la capacité d'approches basées sur |'analyse structurale, a

concevoir de nouveaux ligands protéiques. Toutefois, ces dernieres, sont basées sur le transfert

de motifs de liaison sur des éléments de structure secondaire identiques. Or, il est reporté dans

la littérature, un exemple de motif fonctionnel porté par des éléments de structure secondaire

différents. La topologie du motif RGDF du fibrinogéne, présent dans une structure en coude P,

est retrouvée identique dans la structure en hélice d'un décapeptide, identifié en tant que ligand,

[128, 129], comme le montre la figure I-28. Bien que

[ Topologie des résidus RGDF ]

Structure en hélice a Structure en coude P
(décgpeptide) (fibrinogéne)

J/

Figure I-28 : Superposition des motifs RGDF (du fibrinogéne,
en gris) et RGXFD (dun décapeptide, en vert) via les atomes Ca,
CB, Cy et €O du résidu Arg, Ca, CB et Cy des résidus Asp et Phe.
[128]

la superposition des deux éléments de
structure soit différente, la topologie
des résidus R, G, D et F est similaire
dans les deux cas. La structure
secondaire n'est donc pas essentielle
pour présenter un motif de liaison
donné : seule la disposition spatiale des
chdines latérales impliquées est
déterminante. Toutes les approches de
conception de ligands de nature
protéique, décrites dans les
paragraphes précédents, reposent sur
la considération de la seule structure
secondaire pour lidentification de
plateformes structurales aptes a
recueillir un motif de liaison donnée, et
ceci quelle que soit lorigine de la

plateforme (minimisation, synthése de

novo, plateforme naturelle). Nous avons choisi d'orienter le travail réalisé au cours de cette

these vers la conception de ligands protéiques, a partir de structures 3D de protéines présentes

dans la PDB, indépendamment de la structure primaire, secondaire et tertiaire, des plateformes

utilisées pour le transfert de motifs fonctionnels.
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Chapitre II Analyse des interactions protéine-protéine

« L'important c'est de savoir ce qu'il faut observer » (Edgar Allan Poe)
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A I'heure actuelle, malgré le nombre tres important de travaux concernant les interactions entre
protéines, la prédiction des sites d'interaction ou de I'énergie de liaison demeure un
« challenge ». La formation d'un complexe se caractérise par la mise en contact de deux
protéines, définissant une région particuliéere appelée interface, correspondant a I'ensemble des

atomes dont 'accessibilité au solvant est modifiée lors de la formation de ce complexe.

L'amélioration et le développement des techniques de résolution de structure ont permis
d'obtenir un grand nombre de structures de complexes protéiques. La quantité et la diversité de
ces complexes rendent possible l'analyse, la comparaison et la quantification de différents

paramétres caractérisant les interfaces protéiques.

La premiere étude concernant ces interactions a été réalisée sur trois complexes seulement
[130], puis sur dix-neuf, quinze ans aprés [131] ; désormais, plusieurs centaines peuvent &tre pris
en compte, dans le but de répondre a la question: les interfaces protéiques ont-elles des

caractéristiques communes ?

Le chapitre suivant présentera ces différents travaux et la description de linterface telle
qu'elle est envisagée actuellement. La mise en application d'une méthode de conception de ligands
protéiques nécessite la prise en compte des caractéristiques générales des interactions

protéine-protéine : critéres généraux, interactions ponctuelles et aspects électrostatiques.
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F fgure IT-1: Représentation de différents types de comp/exes selon leurs natures homo ou hétéro dimérigue, contrainte
ou non, permanente ou temporaire [134]. Seuls les complexes hétéro-dimérigues seront traités par la suite.
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IT.1 Description générale des interfaces

IT.1.1 Un ou plusieurs types de complexes ?

Les analyses de complexes cristallographiques ont souvent été réalisées indifféremment de la
nature du complexe considéré. Les premiéres comparaisons différenciant la nature des
complexes reposaient, surtout, sur la fonction des protéines impliquées. Plusieurs tfravaux
présentent, notamment, la comparaison de la structure des sites de reconnaissance des
complexes protéase-inhibiteur et antigene anticorps [131, 132]. La considération, que les
interfaces protéiques puissent différer selon le type de complexe considéré, s'est étendu, par la
suite, sur des criteres plus généraux que leur seule fonction [133, 134]. Les complexes peuvent
etre distingués de diverses manieres :

¢ concerner deux protéines identiques ou pas : hétéro-dimére ou homo-dimere ;

« &fre de nature transitoire (e.g. processus biologique) ou permanente (e.g. inhibition) ;

¢ &fre de nature « contrainte » (obligomére,*) ou « non-contrainte ».
Plusieurs exemples de structures de complexes, ainsi distinguées, sont représentées figure II-1.
Par la suite, plusieurs cas ne seront pas étudiés: les interfaces concernant les domaines
protéiques [133], correspondant plutét au phénoméne de repliement ; les obligoméres, dont
I'étude nécessite la prise en compte daspects dynamiques pour la compréhension des
modifications conformationnelles associées a formation du complexe ; les homo-diméres, qui, de

fagon évidente, ne peuvent s'inscrire dans un objectif de conception de ligand protéique.

* Obligomére
Protéine instable a I'état libre, nécessitant la formation d'un complexe pour acquérir un repliement stable. Ces protéines
sont la plupart du temps co-exprimées et co-localisées dans les cellules
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IT.1.2 Caractéristiques des interfaces protéine-protéine

Le but de I'analyse de complexes protéiques est d'identifier différents critéres, caractérisant
l'interface, liés a formation de ces mémes complexes. Toute modification observée, entre les
états libre et lié de deux protéines, peut €tre directement reliée a la formation d'un complexe et
non a diverses modifications conformationnelles, a la seule condition que leurs structures
respectives ne soient pas modifiées. Ces protéines doivent &tre alors assimilées d des corps
rigides. La comparaison de structures 3D de protéines, entre |'état libre et lié, a été réalisée via
le calcul du RMSD sur les atomes Ca ou les chdines latérales : de faibles variations entre ces
deux états ont ainsi été observées [135]. Une partie de ces résultats est présentée dans la

figure II-2.

' ™\ Figure II-2: Valeurs de
RMSD calculées entre les
structures, @ [€tat libre ou lié,
de complexes
cristallographigues  enzyme-
inhibiteur, antigéne-anticorps
ou autres, indigués par leur
code PDB et Ja structure
considérée (exemple :
IC6I E) Les chiffres (au-
dessus de chacune des barres)
indiguent pour chague
structure le nombre datome
Ca ou de chaines latérales
dépassant la valeur du seuil,
Plus de 75% des structures
ont des valeurs de RMSD
inférieures a la valeur seurl
[135]

25

20

0s

00

MHIBTOR
ANTIBODY
ANTHGEN
OTHER
CONTROL

3 a4
4 e

2

COMNTROL = 1,74

1

RUSD chathe latétale fen 4)

Modifications conformationnelles consécutives
a la formation d'un complexe protéine-protéine




Dans plus de 75% des cas étudiés, aucune différence significative n'a été observée. Dans moins
de 25% des cas, les modifications, souvent de faible amplitude, correspondent essentiellement a
de simples mouvements de chdines latérales [135]. De plus, ces observations ont été réalisées sur
des protéines de taille comprise entre 36 et 489 résidus et impliquées dans divers types de
complexe : elles sont, de ce fait, trés générales. En revanche, des modifications importantes de
conformation ont été observées lorsque la taille de l'interface dépassait 2000 A2 [52]. Au-dela
de cette taille, il n'est alors plus possible d'assimiler, de maniére systématique, les protéines a

des structures rigides.

II. 1.2-A Taille de l'interface

La taille de l'interface est mesurée par la variation de surface accessible au solvant entre les

états libre et lié des deux partenaires [136,137], schématisé figure II-3.

4 ™\ Figure II-3: Calcul
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Les travaux, réalisés jusqu'a présent, ont permis de définir une taille relativement homogene des
interfaces, dans 70% des complexes considérés, estimée a 1600:40042 (figure II-4, A) [52,
131]. Cette derniére s'applique a divers hétéro-diméres, et ceci malgré des variations de taille
importantes, de 2000 a 40000Da (figure II-4, B). Par ailleurs, l'analyse de la structure des
interfaces montre que, lorsque la surface calculée est supérieure a cette valeur moyenne,
I'interface met en jeu plusieurs régions d'interaction distinctes ou « patch » [138] comme indiqué

sur la figure II-5. La partie A montre une représentation visuelle de ces « patch ». La partie B
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représente la variation de la taille de l'interface en fonction de leur nombre. Il apparadit que
cette valeur, dite standard, inférieure a 200042, ne soit valable que pour une seule et unique

région d'interaction.
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Figure II-4 : La partie A montre la répartition des valeurs de la taille de linterface de divers complexes, en fonction de
leur nature [52] La partie B, représente la variation taille de la surface (pour chacune de ses faces) en fonction de la
taille des protéines impliguées [139].
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Figure IT-5 : La partie A est une représentation visuelle des régions d'interactions, en rouge, bleu et jaune d la surface
des protéines. Complexes : trypsine/PTI ; thrombine/ornithodorine ; facteur tissulaire soluble/facteur VIIA. La partie B
montre la répartition des complexes, selon leur nombre de « patch » en fonction de 'ASA mesurée. [138].

IT. 1.2-B Compacité de l'interface

L'analyse de complexes montre que deux protéines en interaction contribuent de fagon quasi

équivalente a la taille de l'interface. Chaque partenaire participe, en moyenne, a hauteur de
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50+3% de la surface totale [52]. L'aspect essentiel réside surtout dans [importante
complémentarité de forme des surfaces en contact [140]. Cette complémentarité se traduit par
une forte compacité de l'interface, qui peut etre estimée par différentes méthodes : méthode du
polyédre de Voronoi [141], mesure du « gap index » [139, 142], ou méthode statistique basée sur
la détermination d'un coefficient de corrélation de forme Sc [140]. Ces trois méthodes sont
décrites plus amplement par les figures II-6, II-6bis et II-6ter. Les résultats obtenus par la
méthode de Voronoi montrent une compacité peu inférieure (#4%) a celle des résidus présents
au ceeur des protéines, elle méme peu inférieur (#5%) a la compacité d'acides aminés sous forme
cristalline [52]. Les interfaces sont donc des structures tres compactes. Le « gap index », qui
montre une faible dépendance en fonction du type de complexe considéré [139], sera de ce fait

utilisé pour caractériser divers complexes cristallographiques dans les chapitres IV et V.

e S St - =
I Volume de Voronoi : 1 Volume de Van der Waals :
1 Chogue afome est enfourd | Le wlume de chague atome correspond
| par un polyhédre unigue, défini? I au volume dune sphére de rayon égale
1 de felle fagon que chacun des av rayen de Van der Waals, diminuée
points gquil contient soit plus ™ du volume commun qux afomes situées
1 proche du centre de cet aitome | d une distance inférieure d la somme de
| que de n'importe quel autre 1 lewrs rayons respectifs.
A —— /
Compacité : .
V(Vdw) / V{Voronoi) *
Figure IT-6 : Mesure de la compacité des interfaces par la méthode du polyédre de Voronoi [141]
4 ™

Interface Interface

.OCG....G....G‘IG......C'. Gap Index é '.“I_..:-l " — - —
B sl B ﬂ V(interface)/S(nterface) h oGl il

\ J
Figure II-6bis: Le calcul du « gap index » est défini par le ratio Surface (d linterface)/Volume (a linterface). Le
complexe montre [interaction entre le BPTI (jaune et vert) et la trypsine bovine (bleu et rouge) [143] Les résidus de
linterface (jaune et bleu) sont représentés en mode « sphere » (gauche) et « surface » (droite), les résidus de surface
(vert et rouge) en mode « cartoon » (gauche) et « surface » (droite).

-57-



Interface .\.

[ SA_-B(;*-‘A) = (ny ' ny) exp| _“'“TA_I;.UJI]

8. = ({SA~P}+{8%A})2

Indice de corrélation de forme

Figure IT-6ter : Estimation de la compacité par analyse statistigue [140].

II 1.2-C Structure de l'interface

Chaque face de l'interface posséde une forme globalement ovoide [52, 139]. Les atomes qui la
composent peuvent &tre distingués en fonction de la variation de surface accessible, entre état
libre et lié, et en fonction de la distance minimum par rapport aux atomes de la protéine
partenaire. Trois classes d'atomes distincts sont alors identifiées, et sont schématisées sur les
figures II-7 et II-7bis: ceux dont I'ASA est non-nulle et qui établissent (zone B) ou
n'‘établissent pas (zone C) de contact de Van der Waals, et ceux dont 'ASA est nulle et qui

établissent des contacts de Van der Waals (zone A) :

Les résidus de classe A forment le
ceeur de linterface tandis que les
résidus de classe B et C forment une
couronne, entourant le coeur. En
moyenne, pour des interfaces de
taille standard, la moitié des atomes
sont des atomes en contact (A et B),

et un tiers seulement sont enfouis
(A), totalement isolés des molécules

Trypsine bovine (vert) i

de solvant [52]. Il est proposé que

les résidus appartenant a la couronne

(classe B notamment) protégent le

Figure II-7 : Représentation de linterface entre la trypsine bovine
et le BPTI. Le BPTI (en rouge) est représenté en mode « dot » et
« cartoon », La trypsine bovine (en vert) est représentée en mode

« sphere ». ainsi la réalisation d'interactions

ceeur vis-a-vis du solvant, favorisant
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ponctuelles énergétiquement

favorables [144].

Figure II-7bis: Représentation schématigue de linterface. Les
résidus de classe A forment le cceur de linterface. Ceux de classe
R et £ forment In cotronne 521
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IT.1.3 Composition des interfaces

La composition des interfaces peut &tre analysée de diverses fagons, selon son caractére

physico-chimique, les types de résidu présents ou conservés au niveau de celle-ci.

IT. 1. 3-A Composition chimigue de l'interface

La composition chimique globale de l'interface est trés variable d'un type de complexe a l'autre,

et méme d'un complexe a l'autre [52, 131], comme indiqué figure II-8.

[t T s ™
O bivers Antigéne - anticorps I Protéace-inhibiteur
4 1]
—
10
% . E‘ g o
Jd 3 3
]
- L) = o E 4] =

[ Interface non polaire (%surface) ] [Infer'face polaire neutre (%sur'face)] [ Interface chargée(%surface) ]

»

.
Figure II-8 : Représentation en histogramme de la composition chimigue de linterface, en % de surface, pour différents
types de complexes : antigéne-anticorps, enzyme-inhibiteur ou autres. Les fonctions chimiques apolaires, polaires neutres
et chargées sont différenciées [52].

La surface de l'interface est majoritairement apolaire (en moyenne, #55%, de 45 a 70%) et
faiblement chargée (en moyenne, #15%, de 5 a 25%). En outre, des disparités sont observées
concernant les complexes antigéne-anticorps, pour lesquels la fraction de résidus chargés est
augmentée [52]. De part une variabilité importante, ce critére ne permet pas de caractériser,
d'un point de vue général, l'interface formée par deux protéines en contact, quelle que soit leur

nature.

IT. 1. 3-B Composition en résidus

Plusieurs méthodes ont été proposées pour estimer la composition en résidus de l'interface. Deux
d'entres elles sont fréquemment employées, chacune ayant pour but d'évaluer la propension de

chaque type de résidus a étre présent a l'interface.
Comparaison <« composition interface » / « composition surface ». La premiere méthode est

basée sur le calcul de la surface accessible. Pour chaque résidu, la propension est calculée par le

logarithme népérien du ratio de la contribution de chaque résidu a 'ASA totale de l'interface sur
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la contribution du méme résidu a I'ASA de la surface [52, 139, 138]. Les résultats obtenus pour

ces différents travaux sont trés homogenes, comme le montre le tableau IT-9.

[52] [139] [138] [52]
Hétéro- Hétéro- Coeur / Protéase- Antigéne- Complexes
complexes complexes Couronne inhibiteur anticorps divers
| ALA | - - -/- | -- -- - || ALA |
(w6 [ : e =2
| ASN | - + -/ - * + | AsN |
[aer [ - : 2 : — Jas |
| cys | +* * rer /rr || -t na ,* |l cys |
| 6LN | - - -/- - - - | 6LN |
[ew [ - : s - - ~ Jew|
| | * * +/ I + + - | 6Ly |
| HIS | ++ + s/ ++ 0 ,* | HIs |
| 1L | - . /e - . + | ILE |
| LEV | + + «/+ | + - * | LEU |
| Lys | -- - -—-7- | -- -- - |l Lys |
| MET | ++ ++ 4+ /) ++ || | |
| PHE | ++ ++ +++ ) - || ++ ++ ++ | PHE |
| PRO | - - -/- + -- - || PRO |
| SER | - - /- - -- - | SER |
| THR | - - -/- | - - - || THR |
| TRP | - ,* | et et +++ | TRP |
| TYR | - -+ et/ rr || | |
| VAL | * * +/+ I * -- * | vaL |

Tableau II-9 : Tableau récapitulatif des propensions, pour chaque résidu, a étre préférentiellement a linterface. Cette

propension est calculée par le logarithme népérien du rapport des valeurs de surface accessible au solvant entre
linterface et la surface des protéines. Les valeurs de propension calculées sont simplifiées par un signe en fonction de
leur valeur : pour p<-1 — ---, de -I<p<-0,5 — - - ; de -0,5¢p<-01— -; de -0,1p<0,1 — +, de 0,1p<0,5 — +; de 0,5p<] —
++; et pour p>I — +++. Les variations notables sont colorées en orange, et en rouge lorsque celles-ci sont importantes.

L'analyse des complexes, indifféremment de leur nature (colonnes 2, 3, et 4), montre peu de

différences notables. Les différences observées sont notamment dues a la distinction du ceeur

et de la couronne de l'interface [138] et ne concernent qu'un faible nombre de résidus : Asp, Glu,

Gly et surtout Phe. En revanche, la prise en considération du type de complexe, antigéne-

anticorps, enzyme-inhibiteur ou complexes divers (colonnes 5, 6 et 7 respectivement), donne des

résultats plus divergents concernant les résidus Asn, Asp, Gly, His, Leu, Pro et Val dans une large

mesure, ainsi que les résidus Arg, Met et Tyr dans une moindre mesure [52].

Comparaison composition interface/composition globale. La seconde méthode rapporte la

fréquence (f) de chaque résidu a l'interface a I'abondance moyenne du méme résidu, calculée a
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partir des protéines contenues dans la Swiss-Prot [133, 145, 146]. La propension par résidu est

estimée par I'équation (1) dans le premier travail, et par I'équation (2) dans le second.

(1) P = log [f(interface) / f(Swiss-Prot)]
(2) P’ = [f(interface) / f(Swiss-Prot)] - <f> (fréquence moyenne par résidus, égale a 5%)

Contrairement aux travaux précédents, les résultats sont inhomogénes voir opposés, comme en
témoignent les figures II-10 et II-11. Ces différences sont importantes pour les résidus Ala,
Arg, Asn, Asp, GIn, Gly, His, Phe, Ser, Thr, Tyr et Trp, d'importance moyenne pour les résidus
Ile, Met, Pro et Val. Seuls quatre résidus Cys, Glu, Leu et Lys ne montrent pas de différences de
propension dans les deux études. Bien que le principe du calcul soit le méme dans ces deux
travaux, la méthode de calcul différe. Il n'est de ce fait pas possible de comparer les valeurs
absolues des propensions par résidu observées. Cependant, leur signe ne devrait pas différer.
Bien qu'une partie des variations observées puisse &tre expliquée par la méthode calcul, elle ne
peut, a elle, seule rendre compte de I'ensemble des différences. La prise en compte globale de
divers complexes, indifféremment de leur type [145], pourrait &tre a l'origine de ces résultats
contradictoires, d'autant plus que les résultats du travail effectué par Ofran et Rost sont

concordants avec les résultats précédemment décrits [52, 139, 138].

L'ensemble de ces travaux démontre néanmoins que la composition moyenne de l'interface differe

du reste de la surface [138], schématisée sur la figure II-12.

RECITI Figure Ir-12:
.............. : H Différences de
Af fer %) Ao 9 b" -1'? 4 composition selon la
Mot twmn"‘ne . Surface localisation des
,‘—-- \ T~a - -\ résidus. La
-~ . I { 20 / ", R34 ’ composition globale
| @P=119 X (fi-F)° N~ N - du  cceur différe
=11t 20 -
| | Interface - Coeur nettement de celle
1 | 08 de la surface des
1 I Dt protéines. [138].
: Propension par réside & :
o e lecalisation donnde Hétéro-complexes protéiques
N

La caractérisation de I'interface par la composition en résidus, s'avére néanmoins difficile car le
type de complexe et la localisation précise des résidus (caeur ou couronne) sont des parametres a

prendre en compte, comme les résultats, présentés dans le tableau II-9, le démontre.
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Figure II-10 : Propension des résidus a linterface, selon le type dinterface considéré. La fréquence de chague type de
résidu d linterface (équation 1) est rapportée d la fréquence de celui-ci mesurée d partir de la Swiss-Prot [146] La
figure est extraite de larticle [133]
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Figure II-11: Propension des résidus d linterface. La fréquence de chaque type de résidu a l'interface (équation 2) est
rapportée d la fréguence de celui-ci mesurée d partir de la Swiss-Prot [146]. La figure est extraite de /article [145].
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IL 1.3-C Conservation des résidus

La conservation de résidus, au niveau de sites actifs, permet de définir de nombreuses familles
de protéines, partageant une méme fonction [147, 148,149]. Le maintien d'une fonction semble lié
d un ensemble restreint de résidus. Des travaux similaires ont été réalisés, afin d'estimer le
degré de conservation de résidus au niveau de sites de liaisons, dans plusieurs familles de
protéines identifiées par alignement de leurs séquences primaires [150, 151, 152, 153]. Il a été
mis en évidence que ce critere de conservation permettait de distinguer les contacts protéiques,
biologiquement relevant, des contacts cristallins, introduis par la méthode de résolution de
structure [150]. D'autre part, il semble que les résidus conservés soient regroupés dans |'espace.
En revanche, il n'y a pas d'indices quant a leur localisation précise : certains sont proches des
sites de liaison, tandis que d'autres participent a la formation du cceur hydrophobe [151]. La
conservation de résidus semble participer au maintien de la fonction mais aussi du repliement.
Enfin, la conservation de résidus a été comparée, selon leur position a l'interface et a la surface
de protéines [152, 153]. Ces deux fravaux s'accordent sur le fait que l'interface est plus
conservée que le reste de la surface, rejoignant ainsi les observations faites lors de I'analyse de
la composition en résidus [138]. Cependant, les résultats different quant a la possibilité d'utiliser
ce critére afin de définir précisément la localisation de sites de liaison. Il appardit que plusieurs
types de résidus sont particulierement conservés, notamment les résidus polaires ainsi que
certains résidus hydrophobe/aromatique tels que Trp, Met et Phe [152, 154]. D'apres les auteurs,
ces observations permettraient d'améliorer I'identification de sites de liaison. Toutefois, une
autre étude estime approximativement a 25%, la probabilité de prédire correctement 50% des

résidus de l'interface par ce critére [153].

Ces différentes conclusions peuvent &tre attribuées a la nature des échantillons utilisés dans ces
deux travaux. Les premiers travaux ne prennent en compte que les hétéro-complexes, dont 50%
correspondent a des complexes antigene-anticorps. Dans le second, divers complexes sont pris en
compte, homo-dimére (65%) et hétéro-dimere (35%), permanent (16%) ou transitoire (19%).
L'analyse des résultats de ces travaux suggére que l'on ne peut pas, a I'heure actuelle, compte-
tenu de problemes d'échantillonnage, utiliser ce critére pour identifier et caractériser les

interfaces.
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IT.1.4 Conclusion

L'analyse des hétéro-complexes protéiques permet désormais d'avoir une représentation
schématique de l'interface. Leur caractéristique géométrique est standard dans un grand hombre
de cas : l'interface est pseudo-circulaire, de taille égale a 1600+400 A?, et les surfaces mises en
contact sont trés complémentaires comme en témoigne leur forte compacité. Il s'avére que la
complémentarité de forme est un critére général, applicable a toute interface, que nhous
utiliserons dans notre approche afin de sélectionner les protéines pouvant interagir avec une
cible déterminée. Néanmoins, les critéeres de composition, présentant une grande variabilité, ne
peuvent &tre utilisés afin de discriminer les protéines aptes a interagir avec une cible donnée.
Ceux-ci ne peuvent &tre utilisés dans une approche de conception de ligands, la plus générale

possible.
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IT.2 Considérations énergétiques

IT.2.1 Aspects thermodynamiques de |'interaction

La formation d'un complexe protéique en solution s'‘accompagne d'un gain entropique lié a la
libération des molécules d'eau liées aux protéines. Par ailleurs, celle-ci s'accompagne aussi d'une
perte de degrés de liberté des partenaires, de la désolvatation de l'interface, de la rupture
d'interactions avec le solvant, de modifications éventuelles de conformation ainsi que des
changements d'orientation des chdines latérales de la cible et/ou du ligand [135, 155, 156], se
traduisant par un collt énergétique important, schématisé figure II-13, A. Or, I'existence d'un
complexe protéique en solution est la conséquence d'un gain d'énergie lié a I'association des deux
partenaires protéiques, dii a la réalisation d'interactions dont la contribution énergétique est
favorable et a un gain entropique consécutif a I'exclusion de molécules d'eau, indiqué dans le

tableau IT-13, B.

Interactions favorables

@ Interactions favorables
AH protéine - protéine

AH protéine - solvant

------

QD -’
| ® & o

1
Solvant libre o

AS eau "

Ligand Cible I Complexe

Etopes Variation denthalpic AH | Variotion dentropic A5
; Oésolvatation du figand défavarable favarable §
E Désolvatation de ia cible défavarahle favorahle §
: Modification de con formation défavarable §
: i iaison £ igand - Cible favorable défavorable :
E’ Energle résultante variable variable E

7

e e e e e A A A AEA A ANANA A AHANAASHESSSSSHSSSSsSHSSSSsfssmsssfsemssssuemssssmemssnenensonens’

Figure IT-13 : Représentation schématique de la formation dun complexe ligand-cible, et des conséquences énergétigues
(enthalpie et entropie) de chague étape décrivant le phénoméne dassociation.

Expérimentalement, la mesure de la constante de dissociation (Kd) d'un complexe permet

d'estimer cette variation d'enthalpie libre. D'apres la figure II-14, un accroissement de l'affinité
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d'un facteur 1000 correspond approximativement a une énergie de 17 kJ.mol™ (*4 kcal.mol™), soit

environ I'équivalent de I'énergie d'une seule liaison hydrogene.

4 Y
Variation d'enthalpie libre (en sz"moI)I
g 1 E-02 | I T I T
= ) 20 ' 40 ' 60 8lo
9 : :
—| 1604 .
S
P~ o
= :
9 1 E-06 &
< s 4 48NSR B R A RR RS
8 . :
o :
" 1,E-08 . : Facteur 10° —
=) :
v :
E 1;E_1a__p...,,,,,,,.............,"""...k
»
G 17 kJ.mol-2
i 1E-12 i e
\. v,

Figure II-14 : Diagramme représentant la variation d'enthalpie libre (exprimée en kJ.mol") en fonction de la constante de
dissociation (exprimée en M) : AGd = -2.303 RT log Kd : d'oti Kd = 10e26°/1%) [ es points du graphique sont calculés
d partir de cette derniére égquation.

De faibles variations d'énergie suffisent a expliquer d'importantes variations d'affinité. De fagon
similaire, la conséquence sur la variation d'enthalpie libre, consécutive a la modification d'un seul
résidu, peut &tre calculée, permettant une estimation fine des déterminants énergétiques de

l'interaction.
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IT.2.2 Interactions ponctuelles entre atomes non-liés

L'origine de I'énergie des différents résidus a l'interface peut &tre attribuée a la réalisation
d'interactions ponctuelles entre atomes non-liés. Plusieurs types d'interactions électrostatiques
sont présentes au nhiveau des protéines, chacun pouvant avoir un rdle et une importance

différentes (tableau II-15):

Interaction Charge Dipdle Quadrupdle London Répulsion e’
Charge +1/r +O/r? +0/r®

Dipdle +0/r’ +0/r!

Quadrupdle +0D/r°

London -1/r®

Répulsion e” +1/rt?

Tableau II-15: Les différentes interactions électrostatigues présentes dans les protéines. Les symboles r, @ et D
représentent respectivement la dépendance de /énergie potentielle en fonction de la distance, de /arrangement spatia/
et de [oreintation relative des groupements impligués [157].

IIL 2. 2-A Interactions charge-charge (forces de Coulomb)

Les interactions coulombiennes sont les plus énergétiques parmi les interactions entre atomes
non-liés. Au niveau des interfaces, la proximité de deux charges, de signe opposé, permet la
réalisation d'un pont salin, ce qui nécessite cependant au préalable la désolvatation des charges
mises en jeu. De ce fait, la formation d'un pont salin est souvent énergétiquement neutre voire
pénalisante [158]. Pour cette raison, les interactions électrostatiques a courte distance ne
peuvent représenter un élément énergétiquement déterminant dans la formation de I'ensemble
des complexes protéiques. Ces considérations sont étayées par les analyses de complexes

cristallographiques, énumérés dans le tableau II-16.

En moyenne, les interfaces ne comprennent que deux ponts salins, dont 70% n'en contiennent
qu'une seule voire méme aucune. [159]. Ces derniers semblent toutefois importants pour la
spécificité d'une interaction donnée [160, 161]. La description des ponts salins est donc
dépendante du complexe considéré et ne peut €tre réalisée par une analyse statistique, décrivant

I'ensemble des complexes.
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Figure II-16 : Dénombrement des ponts salins présents a linterface de divers complexes. Ce nombre, indépendant de la
taille de linterface, est en moyenne de deux ponts salins par interface [159].

IIL 2 2-B Interactions dipdle-dipéle (forces de Van der Waals)

Les interactions entre dipdles correspondent a des forces attractives entre dipdles instantanés,

dl au déplacement des électrons (figure II-17). Leur énergie, dépend de la nature du dipdle,

permanent ou induit, et décrott de fagon importante avec la distance (efficaces entre 0,03 et

0,08 A).
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I1-17:

Représentation
schématique des dipéles, permanent
(partie gauche) et induit (partie
droite).

Au niveau des interfaces, les forces de Van der Waals expliquent la compacité trés forte de

l'interface, par la réalisation d'un maximum d'interactions, dont la somme représente un terme

énergétique non-négligeable. Plusieurs interactions dipolaires sont particulieres aux protéines.
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II.2.2-B1 cas particulier : l'effet hydrophobe (CM, eau-eau)
Dans le cas de composés hydrophobes, donc ne présentant pas de dipdles permanents, les forces
de dispersion (dipdle induit/dipdle induit) sont d l'origine d'interactions connues sous le nom
d'interactions hydrophobes. Les groupements apolaires vont interagir entre eux, wia
I'¢tablissement d'interactions de Van der Waals, en excluant les molécules polaires et favorisant
la réalisation d'interactions dipolaires. Il y a donc deux composantes, I'une enthalpique due aux
interactions dipdle-dipdle (eau-eau, et molécules apolaires entre-elles), l'autre entropique par
exclusion des molécules de solvant. Le processus est similaire a celui du repliement des protéines

mais, dans une moindre mesure, concernant les interfaces protéiques [162].

II.2.2-B2 cas particulier : la liaison hydrogéne
Il s'agit de la combinaison d'une interaction entre deux dipdles appartenant a la méme molécule
ou deux molécules voisines, un groupement polarisé (O-H, N-H, S-H... représentés par D-H) et un
groupement polarisable (atome accepteur porteur d'un doublet non-liant, représenté par A), et
d'un terme de transfert de charge. La contribution respective de chaque terme est encore
sujette a controverse. Concernant les protéines, ce type d'interaction est responsable de la
formation des structures secondaires, par l'intermédiaire des groupements -CO- et -NH- de la
chdine principale Au niveau des interfaces, différents cas sont observés : interactions chdine
principale-chdine principale, chdine principale-chdine latérale, et chdine latérale-chdine latérale.
Celles-ci représentent respectivement 23%, 35% et 39% de la totalité des liaisons hydrogéne
recensées a l'interface, les 3% restant correspondant a des liaisons établies avec différentes
molécules non-protéiques, molécules d'eau par exemple. Le nombre moyen est estimé a 10
approximativement [159], mais relativement variable, de 6 a 33 selon l'interaction considérée. En
revanche, le nombre de liaisons est corrélé avec la taille de l'interface, montré sur la figure II-

18.

Figure II-18 : Evolution du nombre de liaisons
hydrogéne en fonction de la taille de linterface,
exprimée en A [159]
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La densité de liaisons hydrogéne est relativement constante, a raison de 0,5+0,3 liaisons par 100
A? en moyenne [159, 163]. Par ailleurs, en milieu aqueux, les protéines sont hydratées, a raison de
15 molécules par 1000 A? dans le cas d'hétéro-dimére [164]. Chaque molécule d'eau est capable
de réaliser jusqu'da quatre liaisons hydrogéne, de ce fait la réalisation de liaisons hydrogéne
fortes au niveau de l'interface ne peut se faire que si celle-ci est protégée du solvant. Ces
molécules fragilisent un certain nombre de liaisons hydrogéne tandis que la formation du
complexe protéique permet d'en protéger d'autres du solvant, notamment au cceur de l'interface
[144]. L'énergie résultante de la protection de liaisons hydrogene, insuffisamment déshydratées
a I'état libre, pourrait représenter un part importante de I'énergie de liaison [165]. Toutes ces
observations démontrent que le rdle des liaisons hydrogéne est important pour la formation de
complexes protéiques, toutefois leur prise en compte s'avére difficile et nécessite de ne pas
négliger le réle du solvant ainsi que la géométrie des liaisons. L'assimilation des protéines a des
corps rigides et le traitement du solvant comme un continuum sont alors insuffisants pour traiter

correctement cet aspect.

IT. 2. 2-C Interactions charge-quadrupdle

Un quadrupdle est défini par une distribution de charges (au minimum 3), électriqguement neutre,
dont I'agencement crée deux dipdles permanents, sans toutefois posséder de moment dipolaire
comme indiqué par la figure II-19. Chaque distribution possede, en revanche, un moment

quadripolaire non-nul, a l'origine de ses propriétés électrostatiques.

Figure II-19:
Représentation schématigue
de quadrupéle. Dans les
protéines, les  résidus
aromatigues sont les seuls
guadrupéles présents,
capables de réaliser des
interactions mw-m  (entre
résidus  aromatigues) ou
cation-m (entre un résidu

f

. ~ . ips ; haroe
Novyau aromatique QLIG.dI"I.I ole sim IIfle aromaf/que et une ¢ 4
t4 mariq i > / ponctuelle positive).
Charge nette résultante =0
Moment dipolaire résultant =0
\ Moment quadripolaire 20 /

Dans les protéines, les noyaux aromatiques de résidus Phe, Tyr, Trp et le cas échéant His,
constituent les seuls quadrupdles présents. Les résidus aromatiques peuvent interagir avec
d'autres résidus aromatiques via la réalisation d'interactions m-m ou avec charges positives

ponctuelles via la réalisation d'interactions cation-m. De fagon identique a la formation de ponts
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salins, les interactions cation-pi sont peu fréquentes, seule la moitié des complexes analysés

présentant au moins une interaction cation-m. [166]. Elles seraient, de la méme fagon, impliquées

dans la spécificité, et donc caractéristiques du complexe considéré.

R NN AR,

Déterminant de l'interaction
hGH / R-hGH non glycosylé

Diminution daffinité par « alanine seanning »
Facteur 2-4

Factewr 4-19

Facteur 10-30

Facteur 80

Augmentation daffinité par « alaine scanning »
O Factewr 2-4

Déterminant de l'interaction
Thrombine / thrombomoduline

Variation de 5-7 RT
Varigtion de 3-5 RT

Variation de 1-3 RT
Variation de {-}1-1 RT

Figure IT-20 : Représentation des « hotspots » d la surface des protéines hGH (hormone de croissance humaine), partie

A, et thrombine, partie B [167, 169].
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IT.2.3 Définition de « point chaud de l'interaction » ou « hotspot »

Lors de la formation d'un complexe, le gain d'énergie peut €tre considéré comme la somme de
termes énergétiques discrets (contributions individuelles de chaque résidu). Il est impossible de
mesurer expérimentalement, la contribution des éléments appartenant a la chdine principale de
chaque résidu (Ca, C, O et N). Il est toutefois possible d'estimer la contribution énergétique des
chdines latérales. Pour ce faire, I'approche couramment utilisée est « lalanine scanning »,
méthode par laquelle chaque position est systématiquement remplacée par un résidu alanine [31].
La mesure de la constante de dissociation du complexe permet de calculer la variation d'énergie
libre par résidu, remplacé en alanine [48]. L'énergie libre est alors directement reliée a la
présence de fonctions chimiques particulieres (chdines latérales). De cette fagon, une valeur
d'énergie libre est attribuée a chaque résidu : lorsque cette valeur est supérieure a 8,36 kJ.mol™
(2 keal.mol™), le résidu est considéré comme énergétiquement important et dénommé « point
chaud » ou « hotspot » de l'interaction [144]. A titre indicatif, une variation de 5,7 kJ.mol? (1,4
kcal.mol™) modifie l'affinité d'un facteur 10 (figure II-14).

Il a été montré, au niveau des interfaces, que seul un nombre trés restreint de résidus
énergétiquement important était nécessaire, comme cela a été observé dans les complexes
hormone de croissance  humaine  hGH/récepteur a I'hGH [167, 168] et
thrombine/thrombomoduline [169], représentés figure II-20, parties A et B. Les expériences
« d'alanine scanning » menées jusqu'a présent ont localisé ces « hotspots » trés majoritairement
au niveau du ceeur de l'interface, plus rarement au niveau de sa périphérie (couronne). La surface
accessible au solvant des « hotspots » a été mise en relation avec leur contribution énergétique.
Les résidus les plus énergétiquement importants sont, en paralléle, les plus faiblement
accessibles au solvant, comme le montre la figure II-21.

Figure II-21: Répartition des

Valeurs d'ASA maximale | « hotspots » en fonction de leur

pour [observation de surface accessible au solvant.
<« hotspots »: [144]
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Dans un modéle proposé, cette derniere est supposée protéger le coeur vis-a-vis des molécules de
solvant. Ainsi les interactions de contact énergétiquement importantes sont-elles favorisées
[144], leur surface accessible étant d'autant plus faible. De plus, I'analyse de la composition en
résidus montre certaines particularités. La répartition des hotspots par type de résidus est

présentée dans le tableau II-22.

i N
In database Contribute = 2 kcal/mol Enrichment
Residue (Number) (%) (Number) (%) in hot spots
a"® L] - ] B
:--:\-rf\---: 218 9.38 2 13.30 :'l':'lllljﬂll:
Asn 9 4.26 5 5.05 093
Asp 177 761 16 9,04 1.67
Cys 3 013 0 0 0
Gin 160 6.88 5 313 (.58
Glu 220 946 8 3.64 0.68
Gly 28 1.20 1 3.57 045
His 50 215 i 8.00 1.49
- 104 447 10 9,62 129
Ml J 242 1041 2 0.83 oL
Lys 143 6.15 9 6.29 117
) 69 297 2 290 ~osr)
Phe 166 7.14 5 3.01 056
e 89 383 f 6.74 ale? S
f Ser 178 7.66 2 1.12 f o2
L.L '_I 131 5.63 2 1.53 L. 028 !
= . q 29 Y 2 0R . ( .
n p . 19 Nn.&2 | 21.05 . 391 .
s Tyr = 122 525 15 12.30 s 229 =
k' 107 160 0 0 e
|\ " i -

Tableau IT-22 : Répartition des « hotspots » selon le type de résidu considéré. [144]

D'apres les auteurs, trois résidus sont largement conservés en tant que « hotspots » : Trp, Arg
et Tyr. Ces résidus sont susceptibles de réaliser différents types d'interactions ponctuelles
(ponts salins, liaisons hydrogéne, interactions m-cation) expliquant ainsi ces observations. A
contrario, d'autres sont quasiment absents (<3%) : Leu, Met, Ser, Thr et Val. Globalement, il n'y a
pas de préférences de types particuliers de résidus en tant que « hotspots » (hydrophobes,
polaires, chargés ou autres). Il appardit donc relativement difficile d'identifier les « hotspots » a
l'interface, sans passer par I'expérimentation. Actuellement, diverses méthodes ont été
proposées afin d'identifier les « hotspots » /n silico [170, 171], permettant ainsi de s'affranchir
de lourdes expérimentations. Celles-ci different notamment par le modéle physique utilisé pour la
représentation de I'énergie d'interaction. Le serveur ROBETTA, mis a disposition sur internet
[172, 173, *] permet de réaliser un « alanine scanning » in silico. Les études effectuées ont
permis d'identifier correctement approximativement 80% des « hotspots » et 70% des résidus
énergétiquement neutres. Les écarts moyens entre les valeurs prédites et mesurées sont de
I'ordre de 4 kJ.mol™ [171, 173]. Ces résultats, certes trés encourageants, semblent toutefois

encore insuffisants pour une identification précise de sites fonctionnels.

* http://robetta.bakerlab.org
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IT.2.4 Conclusion

Malgré certaines tendances claires quant a la présence de chaque type d'interaction au niveau
des interfaces, l'identification des déterminants de l'interaction ou « hotspots » ne peut &tre
réalisée de maniére systématique : chaque interaction est spécifique et doit €tre analysée

individuellement.

Dans notre approche, une partie de |'énergie de formation d'un complexe devrait &tre prise en
compte par la complémentarité de forme, correspondant a une partie de linteraction hon
spécifique (interactions de Van der Waals), associée a un site de liaison spécifique, constitué par
un nombre restreint de « hotspots », déterminés par « alanine scanning » et, transférés sur une

plateforme structurale appropriée.
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IT.3 Le potentiel électrostatique dans les interactions protéiques

L'approche développée repose sur le transfert de résidus, énergétiquement importants pour une
interaction donnée, sur une plateforme structurale apte a reproduire cette interaction.
Toutefois, ces résidus ne sont pas les seuls capables d'établir des interactions, favorables ou
défavorables, avec la cible. Une contribution importante est notamment due a la réalisation
d'interactions électrostatiques, a longue distance, lesquelles peuvent &tre attractives ou

répulsives. Des lors, prendre en compte les aspects électrostatiques s'avére nécessaire.

IT.3.1 Aspects électrostatiques de l'interaction

Il est désormais admis que les termes électrostatiques soient impliqués dans de nombreux
aspects des phénomeénes biologiques : désolvatation, variation de pKa des résidus chargés,
cinétique dassociation [174,175]. La formation d'un complexe protéique peut &tre décrite

simplement par la réalisation de deux étapes successives [176], schématisées figure II-23.

7~ N
Dé : ; Déterninants:
¢f'¢lm'ﬂdﬂ'f3, . -Ponts salins
- Diffusion en solution - Liaisons hydrogéne
- Interactions électrostatigues - Effet hydrophobe

- Désolvatation - Interactions cation-pf

- Interactions pi-pi

Rencontre ligand- cible Stabilisation dv comploxe
. J

Figure II-23 : Représentation schématigue de la formation dun complexe. Cette derniére nécessite la réalisation de deux
Etapes successives, une premiére correspondant d la rencontre des deux protéines, la seconde, d la stabilisation du
complexe [177].

La premiere étape de rencontre correspond a la diffusion des protéines en solution, jusqu'au au
positionnement et a l'orientation correct de leurs sites de liaison respectifs. Elle dépend de la
réalisation d'interactions longue distance favorables et de la désolvatation des protéines,
notamment des résidus chargés [176, 178]. La seconde correspond a la stabilisation du complexe,
et repose notamment sur la réalisation d'interactions électrostatiques a courte distance, rendant

compte de l'affinité et la spécificité du complexe [160, 1791].
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Plusieurs travaux ont relié les propriétés électrostatiques avec la fonction des protéines. Par
exemple, diverses protéines d'adhérence partageant une méme région fonctionnelle ont pu étre

caractérisées par des critéeres purement électrostatiques, comme l'indique la figure II-24.

(

A: TcAChE
B: NRT

C: NL

D: 6L1I

Anneau de potentiel
électrostatique négatif

\. V
Figure IT-24 : Représentation du potentiel électrostatigue a la surface des protéines A, B, C et D. TcAChE : Torpedo
californica acetyl-cholinesterase; NRT : glycoprotéine transmembranaire (drosophile),; NL : neuroligine (drosophile) .
GLI : protéine transmembranaire (souris) [180].

Ces protéines diverses présentent des homologies de séquences inférieures a 32% ; pourtant
toutes possedent un motif électrostatique commun, représenté par un anneau de potentiel
négatif (en rouge sur la figure, encerclé en blanc). Ainsi, une nouvelle famille de protéines a-t-

elle été définie, dénommée de ce fait « électrotactines » [180,181].

Plus généralement, il a été observé que la fonction de familles et super-familles d'enzymes était
conservée du fait de propriétés électrostatiques similaires [182]. Les enzymes « superoxyde
dismutase a Cu/Zn», de différentes espéces (animales ou végétales), possedent des états de
charge compris de -8 a +2 et des identités de séquence variant de 25 a 80%. Pourtant, malgré
ces différences, toutes présentent un potentiel électrostatique similaire au niveau de leur site
catalytique. Des constations identiques ont été observées pour les familles du lysozyme (type-c),
de la ferritine, de la myoglobine et la super-famille des énolases [182]. Pour des sites de liaisons
comme pour des sites catalytiques, les propriétés électrostatiques semblent conservées afin de

maintenir la fonction.
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IT.3.2 Notion de potentiel électrostatique (*)

La réalisation d'interactions électrostatiques d longue distance est expliquée par la faible
dépendance de I'énergie potentielle en fonction de la distance (1/r?) des interactions
coulombiennes. La formation de ponts salins est d'ailleurs proposée pour &tre largement impliquée
dans la spécificité d'interaction [160]. Donc, deux protéines en interaction, devraient présenter
une distribution de charge au niveau de leur interface similaire ou compatible, justifiant la
premiere hypothése de complémentarité des charges présentes a l'interface (figure II-25, A).
Or, il a été démontré, par I'analyse de complexes cristallographiques, d'une part que le nombre de
ponts salins a l'interface était relativement faible, moins de deux dans 70% des cas [159], et
d'autre part qu'il n'y avait qu'une trés faible corrélation entre la disposition des charges a
l'interface [183]. Toutefois, cette derniére étude a mis en évidence une complémentarité

importante du potentiel électrostatique des protéines interagissant (figure II-25, B).

(

Figure Ir-25:
Représentation
schématigue de Ja
complémentarité  de
charges et de /la
complémentarité  de
potentiel a
linterface.

Complomentarité de petentiel électrostatigue

L FAIBLE [ IMPORTANTE | )

Par ailleurs, il a été montré que cette complémentarité de potentiel électrostatique n'était relie

ni au type de complexe considéré, ni au nombre de ponts salins présents a l'interface. Dés lors ne
considérer que les résidus chargés de linterface et leurs distances respectives n'est pas
suffisant pour décrire les propriétés électrostatiques de divers ligands d'une méme cible. Il
convient d'étudier la résultante globale des charges d'une protéine, représentée par le calcul du
potentiel électrostatique. Plusieurs travaux ont été réalisés afin d'estimer la possible utilisation
de la complémentarité de potentiel électrostatique pour l'identification de sites catalytique ou de
liaison. Ainsi, diverses protéines de la chaine de transfert d'électron, possédant des structures

et des tailles différentes mais exergant des fonctions analogues, ont-elles été comparées.

* Potentiel électrostatique
Toute distribution de charges crée en tout point de l'espace crée un potentiel électrostatique. Le potentiel est une
grandeur scalaire, dérivée du vecteur champ électrique.
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La plastocyanine et le cytochrome c, ont été orientés de fagon a optimiser leur similarité de
potentiel électrostatique. Il s'est avéré que les sites présentant la plus forte similarité
correspondaient aux sites fonctionnels de ces protéines [184]. Un travail similaire a été effectué

concernant la ferrodoxine et la flavodoxine [185], aboutissant aux mémes conclusions.

Un autre exemple décrit l'influence du potentiel électrostatique dans I'étape de rencontre des
partenaires protéiques par la comparaison de la triose phosphate isomérase de quatre especes
différentes. Ces derniéres montrent une grande hétérogénéité au niveau de leurs charges
nettes, de -12 a +12 a pH = 7. Cet enzyme est considéré comme « parfait », a savoir que la
vitesse réactionnelle n'est limitée que par la diffusion et ne peut donc pas €tre accélérée. Les
résultats montrent la conservation du potentiel électrostatique autour des sites actifs, ce qui
explique probablement |'importance de cette région pour orienter et positionner le substrat par
des interactions longue distance. Cette observation pourrait tre applicable d tous les enzymes

dits « parfaits » [186].

Les mémes auteurs ont réalisé une étude comparative sur 104 protéines appartenant a la famille
des protéines a domaine homologue de la pleckstrine (PH). Malgré de grandes divergences de
séquence, les potentiels sont tres comparables. La méthode présentée permet d'envisager des
comparaisons a trés grande échelle dans un temps relativement court, et donc un criblage des
banques de structures 3D de protéines [187]. Une étude similaire, réalisée sur la famille des
protéines a cuivre bleu, aboutit a des conclusions similaires [188], confortant ainsi I'utilité de la
comparaison du potentiel électrostatique de protéines diverses pour l'identification de leur

fonction.
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IT.3.3 Conclusion

La complémentarité de charge a l'interface n'appardit pas essentielle. En revanche les potentiels
¢lectrostatiques, de deux protéines en interaction, sont complémentaires. De hombreux
exemples prouvent que la comparaison du potentiel électrostatique permet d'identifier diverses
protéines exergant une méme fonction, y compris une fonction de liaison. Nous avons donc estimé
que cet aspect électrostatique devait €tre utilisé, de fagon similaire a la complémentarité de
forme des interfaces, afin de sélectionner les protéines issues de notre approche de conception

les plus favorables a I'interaction avec la cible préalablement choisie.

Le potentiel électrostatique est considéré comme un élément essentiel a la reconnaissance entre
différents partenaires. Il est démontré par de nombreux travaux d'une part, que les protéines
exergant une méme fonction présentent un potentiel similaire [180, 182, 184, 185] et d'autre
part, que les protéines interagissant entre elles présentent un potentiel électrostatique
complémentaire [183]. L'hypothese qui découle logiquement de ces constatations est que
différents ligands d'une méme cible se doivent de présenter un potentiel électrostatique peu
différent. L'estimation de la similarité de potentiel électrostatique avec le ligand de référence

correspond au filtre électrostatique utilisé dans notre approche (annexe A.3).
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Chapitre III : Conception de ligands protéiques

« A la source de toute connaissance, il y a une idée, une pensée, puis l'expérience vient confirmer
l'idée » (Claude Bernard)
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En tenant compte des différentes hypothéses et observations, citées précédemment, nous avons
¢laboré une méthodologie dont la finalité est la conception de ligands de nature protéique.
L'approche de conception de ligands développée au cours de ce travail, basée sur la structure,
repose sur le transfert d'un motif fonctionnel sur une protéine hote :

« le motif est constitué de résidus énergétiquement importants (« hotspots») et
transféré en préservant sa topologie. Il peut étre indifféremment, continu ou discontinu
en séquence ;

* les protéines hotes sont identifiées par une recherche systématique 7 silico a partir des
structures contenues dans la PDB. La recherche de motifs topologiques, similaires au
motif de référence, est basée sur le seul agencement tridimensionnel des résidus le
composant et de ce fait s'affranchie de la structure secondaire le portant.

Ainsi notre approche est-elle applicable, quel que soit le motif considéré ou la structure qui le

supporte.

Les structures identifiées sont ensuite triées selon plusieurs critéres déterminants pour
I'interaction avec la cible. La complémentarité de forme est prise en compte afin d'éliminer toute
structure stériquement incompatible avec la cible du ligand de référence. Les propriétés
¢lectrostatiques sont prises en compte via la comparaison du potentiel électrostatique des
protéines hdtes avec celui du ligand de référence. Les structures aptes a recevoir le motif sont

dés lors dénommées plateformes.

Dans une premiere partie, nous détaillerons l'approche de conception de ligands protéiques
envisagée, dans son ensemble. Puis, dans une seconde partie, le systéme biologique choisi pour la

mise en application de I'approche sera présenté.
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Figure ITI-1: Représentation de protéines diverses possédant un méme repliement mais liant des cibles moléculaires
différentes. La partie A montre diverses protéines possédant un repliement dit d trois doigts. Chacune est représentée
en mode « cartoon », les éléments de structure secondaire étant colorés différemment : hélice en rouge, feuillet en
Jaune et autre en vert. De gauche a droite et de haut en bas, 1BTE [189], 1IJC [68], IKXT [190], 1VBO [191] 1YWH [192],
2H5F [193]. La partie B montre différents fragments Fab danticorps monoclonaux (en cyan et magenta pour les chaines
lourde et légére) en complexe avec leurs cibles respectives (en vert). Tous les complexes sont représentés en mode
« cartoon ». De gauche d droite, et de haut en bas, IAFV [194], 1E4X [195], IFSK [196] et IWET [197].
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Figure ITI-1bis : Représentation schématigue des différentes structures de ligands capables de lier une méme cible. Les
inhibiteurs de protéases a serine et les blogueurs des canaux potassiques sont de parfaits exemples (chapitre ITI, partie
2. chapitre IV).
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IIT.1 Principe de la méthode de conception de ligand protéique

ITI.1.1 Du motif fonctionnel a la conception de ligands protéiques

Le préalable a notre approche de conception dépend de la définition d'un motif de résidus,

nécessaire pour l'interaction avec une cible déterminée. Ce motif est défini comme suit.

III 1.1-A Définition du motif fonctionnel

Il a été proposé, que l'interaction entre deux protéines soit assurée par un nombre restreint de
résidus formant un motif fonctionnel [168], constitué de résidus énergétiquement importants.
Ceux dont la substitution par « alanine scanning » provoque une variation d'enthalpie libre
supérieure a 8,36 kJ.mol™ (2 kcal.mol™) sont dénommés « hotspots » de l'interaction [48]. Ces
derniers sont, le plus souvent, situés a l'interface et regroupés en son ceceur ; ainsi sont-ils
protégés du solvant et en situation d'interagir directement par la réalisation d'interactions
ponctuelles [144]. Bien que les « hotspots » se trouvent généralement proches dans I'espace les
uns des autres, définissant une surface d'interaction, il n'y a pas nécessairement de proximité
dans la structure primaire. D'aprés l'analyse de plusieurs travaux, il semble que les motifs

fonctionnels soient souvent discontinus en séquence [49, 167, 169...].

IIT. 1.1-B Réle de la structure

Le motif fonctionnel, défini précédemment, est supporté par un hombre beaucoup plus important
de résidus, formant un édifice structural [168]. Cette observation est corroborée par le fait que
différents ligands protéiques, de repliement similaire, peuvent lier des cibles variées. Les
anticorps et les protéines trois doigts en sont un exemple, comme indiqué sur la figure ITI-1,
parties A et B. Par dilleurs, divers ligands dont le repliement et/ou les éléments de structure
secondaire présents a l'interface different (schématisés sur la figure ITI-1bis), peuvent lier une
méme cible : anticorps poly-clonaux, inhibiteurs des protéases, bloqueurs de canaux K'... Plusieurs
exemples de bloqueurs de canaux K* et d'inhibiteurs de protéases seront décrits plus avant dans
le chapitre IV. Cette observation, que la structure de linterface n'est pas obligatoirement
constituée d'éléments de structure secondaire particuliers, a été confirmée I'analyse
systématique de complexes protéiques [53, 198]. La fonction est soutenue par une structure,

toutefois cette relation n'est pas univoque.
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III 1.1-C Transfert de motif de liaison

Dans leur analyse de linteraction de I'hormone de croissance humaine avec un anticorps
monoclonal MAb3, Jin et Wells ont tenté de répondre a la question suivante. « Est-il possible de

transférer les déterminants d'une interaction sur une autre plateforme structurale ?

« Nos résultats suggérent que lapproche est envisageable mais peu évidente puisque la seule
nature chimigue des déterminants n'est pas suffisante sans une orientation favorable permettant
un ajustement de [linteraction. Nous suggérons que les informations structurales et
fonctionnelles sont essentielles d ce but. Bien que /analyse structurale autorise lidentification
des contacts atomiques, elle ne peut caractériser ni leur importance dans linteraction, ni leur

tolérance d des changements minimes » [199].

Le motif de liaison, tel qu'il est défini dans notre approche, correspond a un ensemble de résidus
énergétiquement importants (« hotspots » identifiés par « alanine scanning »,) appartenant a un
ligand de référence, dont la topologie particuliere, permet l'interaction avec la cible. L'approche
de conception de ligands développée repose sur le transfert de ce motif de ligison sur une
plateforme structurale, sélectionnée par sa capacité a reproduire la topologie fonctionnelle du

motif. Celle-ci est schématisée sur la figure III-2.

Identification de Transfert du
plateforme ad hoc motif fonctionnel

. J
Figure ITI-2 : Méthode de conception de ligands protéiques par transfert de motif fonctionnel sur une plateforme
structurale possédant un motif de topologie équivalente. Les structures 1BGK [200] (en vert) et IDAV [201] (en cyan)
sont représentées en mode « fancy ribbon ». Les motifs de résidus (en rouge et bleu) sont représentés en mode « stick ».
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ITII.1.2 Recherche de structures possédant un motif topologique équivalent

III 1.2-A Recherche de motifs topologiques

L'étape de recherche est basée sur les orientations des chdines latérales des résidus du motif
de référence, déterminées a partir de la structure 3D du ligand de référence. L'orientation d'une
chdine latérale est définie par le vecteur formé des atomes Ca et Cp. Dans I'étape de recherche,
le motif est décrit par un ensemble de paires (Ca ; Cp) représentant chaque résidu. La topologie
définie par ces paires est utilisée pour rechercher, dans la PDB, foute structure possédant un
motif topologique équivalent. Les recherches de tels motifs ont été effectuées avec le
programme STAMP (« Search for Tridimensional Atomic Motif in Protein »), dont I'algorithme de
recherche présente des similitudes a celui du programme SPASM (« SPatial Arrangements of
Side chains and Mains chains ») [202]. STAMP et SPASM sont des programmes de recherches de
motifs particuliers dans les protéines. Chaque motif est représenté par une liste d'atomes, défini

par leurs coordonnées cartésiennes (figure III-3, A).

(:7 ...............................................................
s iype X y z
atome

ch -2.406 -7.282 -2.316
cB -1.083 -6.778 -z.813
Ch 1.830 4.403 =7.239
CB z.583 3.125 -6.887
ch -2.575 0.675 -6.153
CB -Z.426 -0.594 -6.946
Ch 0. 448 0.%02 -3.889
CB 1.732 1.311 -4,547
distance 1-2 = 1.518115 \
distence 1-3 = 13.368577
distance 1-9 = 12.413292
distance 1-5 = 8.835439
distance 1-6 = 5,134288 e
distance 1-7 = 9.808944 ;
distance 1-8 = 9,794899 HH
distance 2-3 = 12,368253 - 0
distance 2-4 = 11.311949 - Lo
distance 2-5 = 8.305959 - -~
distance -6 = 7.561833
distence 2-7 = 7.900842 . =
distance -8 = 5.732165 Matrice de i s
distance 3-4 = 1.524532 A :E Resm I
distance 3-5 = 5.872087 Distances i
distance 3-6 = 6.570342 H HH
distance 3-7 = 5.038792 (28 dgram)
distance 3-8 = 4.1008045
distance 4-5 = 5.757275
distance 4-6 = 6.238952

distance 4-7 = 4.299763 i N distance = nl / ( kl x (n-k)! )
distance 4-8 = 3.080649 i : : :
distance 5-6 = 1.503799 -

distance 5-7 = 3.783617

distance S-8 = 4.640472 n nombre d'atomes du motif

distance 6-7 = 4,454564 J .
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" distance 7-8 = 1.435634 .'-‘ s
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Figure ITI-3 : Recherche de motifs topologiques par le programme STAMP. Le nombre de distances de la matrice de
comparaison est fonction du nombre datomes dans le motif par la relation indiguée dans le cadre, partie de droite. Les
distances calculées sur les structures de la PDB sont ensuite comparées aux distances de cette matrice de référence.

L'identification de motifs similaires est accomplie par la détermination préalable d'une matrice
de distances (figure III-3, A'), calculées entre chaque atome du motif de référence, puis de la

recherche, parmi les structures 3D de protéines de la PDB, de toutes les matrices correspondant

a la matrice de référence (figure III-3, B).
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III 1.2-B Le programme STAMP

Cependant, plusieurs fonctions indispensables a I'approche de conception de ligands protéiques
ont été développées. STAMP recherche des motifs atomiques, quels que soient le nombre et le
type d'atome de celui-ci, fandis que SPASM ne permet la recherche que de motifs de Ca ou Ca/Cy
(barycentre des atomes de la chaine latérale). La position de ce pseudo-atome Cy est dépendante
de la nature du résidu et donc ne peut reproduire, pour chaque type de résidu, une orientation
correcte de la chdine latérale considérée. La figure III-3bis montre les topologies d'un motif de
référence représenté par les atomes (Ca; Cp) ou (Ca; Cy) des résidus qui le composent. Une
importante divergence peut €tre observée selon le résidu considéré. L'orientation d'une chaine
latérale déterminée par le vecteur constitué des atomes (Ca; Cp), permet de reproduire la
topologie d'un motif de résidus quelconque (a I'exception des résidus Gly) par I'ensemble des

couples (Ca ; Cp) des résidus de ce motif.

Phe 6 Ser 23 Lys 25 Tyr 26

Motif recherche : comparaison de la topologie Ca/Cp et Ca/Cy

Ca

P ‘(/ b “ v b
Ca
\ 5 ch 5 . / Ca \\ca

L. o
Figure ITI-3bis : Comparaison de Ja topologie du motif de recherche d partir de vecteurs Ca/Cp (STAMP) et Ca/Cy
(SPASM). Le motif de liaison F6/S23/K25/Y26 est représenté dans la partie supérieure, en mode « stick ». Les motifs
de recherche sont schématisés dans la partie inférieure.

D'autre part, le programme SPASM effectue les recherches sur des bases de données
restreintes : chaque fichier pdb est réduit a une seule structure (la premiére pour chaque
fichier), chaque résidu étant lui méme réduit aux coordonnées de ses atomes Ca et Cy. Cette
approche diminue considérablement le temps d'exécution du programme. Le programme STAMP
effectue la recherche sur l'ensemble des fichiers de la PDB, ainsi que sur I'ensemble des
structures contenues dans chaque fichier. La recherche est donc complete puisque chaque
fichier est testé dans son intégralité. Le temps d'exécution du programme est alors augmenté,

toutefois de fagon négligeable par rapport aux avantages procurés. A titre indicatif, pour un
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ensemble de critéres de recherche identiques, utilisant une station de travail identique, la durée
nécessaire est multipliée par un facteur 4 a 10. Malgré cela, la recherche, a partir d'un motif a
huit atomes, nécessite moins de deux heures pour ftrier lintégralité des 23845 fichiers

contenues dans la PDB (version aolit 2004, annexe A.2).

IIL 1.2-C Critéres de recherche

La recherche de motifs topologiques, décrite précédemment, fait correspondre un ensemble de
distances mesurées a un ensemble des distances fixes appartenant au motif de recherche. Deux
parametres caractérisent la topologie du motif et sont imposés par I'utilisateur (figure III-4):

« lincertitude maximale sur les distances ou Ad_MAX. Toute distance supérieure a cette
valeur seuil est considérée comme inadéquate, excluant de ce fait le motif testé.

e I'écart moyen sur la position des atomes, entre le motif de référence et le motif
sélectionné, évalué par le calcul du RMSD. Celui-ci doit &tre inférieur a une valeur seuil
RMSD_MAX.

D'autres critéres sont utilisés pour la recherche de motifs mais ne concernent pas la topologie du
motif : la taille des protéines recherchées, la nature des résidus ou la taille du motif. Ceux-ci
correspondent a des aspects pratiques, liés a la synthése des protéines structurées (taille,

nature des résidus, hombre de résidus & modifier).

teiematissesetatatstestatststessssstsssesessses BT T L T T T LT T TTTTTTTT LTI TTTIITITITITLIN
Fé I ¢ § Ecart sur les distances
: a : /’ A(distance) en A
d I s
Ad=| d;—d;|
% 4 gp i o4, I
: d
U QPO ' /\:
‘d\‘ X2 Ecart moyen sur k& motif
ves 7 G s2si "\/ RMSD en 4
d,. 1 & .
: 7 X4 JEJ_ ;A(d:stance)z
Motif de référence : Motif solution :
vecteurs Ca-Cp vecteurs Ca-Cp :
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 'J

Figure ITI-4 : Paramétres de recherche du programme STAMP caractérisant la topologie du motif : [écart maximum sur
chacune des distances et [€cart moyen sur le motif, estimé par la valeur du RMSD. L utilisateur impose une valeur seuil
pour chacun de ces paramétres.
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ITII.1.3 Sélection des plateformes

Les solutions obtenues lors de la recherche de motifs topologiques doivent €tre triées afin de
prendre en compte plusieurs paramétres importants pour la réalisation de l'interaction avec la
cible mais également des aspects pratiques, concernant la production de ces plateformes

protéiques, représentés sur la figure III-5, partie A d E.

N

Grille de
potentiol

Grille de
Potentiol de
la plateforme

Incompatibilité stérique Incompatibilité

@ @ électrostatique @

Présence de résidus
\Cyset/ouPro Faible accessibilité du motif Topologie inadéquate |

Figure III-5: Les différentes étapes de sélection des solutions issues de la recherche de motifs de topologie
équivalente a celle du motif de référence. Les solutions remplissant ces différentes conditions seront utilisées comme
plateformes structurales pour la présentation du motif de liaison.

IIT. 1.3-A Critére stérigue / Critére de forme

La procédure de recherche de motifs topologiques ne tient pas compte de l'interaction entre les
structures identifiées comme solutions et la cible du ligand de référence. La présence d'éléments
de structures particuliers au sein des structures identifiées peut occasionner des génes
stériques qui interdiraient le positionnement correct du motif de liaison par rapport a la cible.
Toute structure incompatible, d'un point de vue stérique, avec la cible du ligand est éliminée
(figure III-5, A). A cette fin, un filtre stérique a été utilisé lors de I'étape de recherche, par
I'utilisation d'un critére %R_MAX. Son principe, schématisé sur la figure III-5bis, requiert la

structure 3D d'un complexe d'interaction entre le ligand de référence et sa cible.
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Figure III-5bis: Principe du filtre stérique développé. Les plateformes potentielles (schématisées en bleu) sont

positionnées par rapport d la cible (en rouge), pour reproduire la position du motif observée dans le complexe de
référence, Ceci permet destimer un % de recouvrement défini par le nombre datomes de la cible, recouverts par la

structure de la plateforme considérée, rapporté au nombre total datomes de la cible.

Chaque structure issue de |'étape de recherche est superposée au le ligand de référence via les
atomes Ca et Cp de leurs motifs respectifs. Le recouvrement de la structure de la cible, par la
structure de la plateforme potentielle considérée, est alors estimé par une valeur comprise entre
0 et 100%. Cette derniere correspond au nombre d'atomes de la cible, pour lesquels un atome, au
moins, de la cible est situé a une distance inférieure d la somme de leurs rayons de Van der
Waals, ramené au hombre total d'atomes de la cible (les atomes d’hydrogéne ne sont pas pris en
compte pour ce calcul). Par exemple, pour une cible moléculaire contenant 3000 atomes, une
valeur de recouvrement de 1% signifie que 30 de ces atomes sont en recouvrement avec des

atomes de la structure 3D testée.

III 1.3-B Critére électrostatigue

Le calcul du potentiel électrostatique doit tenir compte des protéines, du solvant ainsi que des
ions en solution. La loi de Poisson-Boltzmann (annexe A.3) tient compte de ces éléments en
combinant les lois de I'électrostatique appliquées a une distribution rigide de charges (loi de
Poisson), et une description statistique d'un milieu liquide renfermant des entités chargées
(théorie de Debye-Hiickel). De ce fait, les méthodes reposant sur la résolution de I'équation de
Poisson-Boltzmann se montrent relativement fiables et rapides [174] pour I'étude des protéines
en solution. Pour I'étude d'objets ne présentant aucune symétrie, l'utilisation d'une grille de calcul

permet de représenter |'ensemble de I'espace par une série de points, épousant au mieux leurs
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formes. Les milieux intérieur et extérieur sont assimilés a des continuums, représentés par une
constante diélectrique (*). Ces dernieres sont généralement comprises entre 78 et 80 pour le
solvant, et entre 1 et 4 pour lintérieur des protéines, trés hydrophobe donc faiblement
polarisable. Le potentiel en un point de la grille dépend du potentiel des 6 points voisins et de la
valeur de la constante diélectrique qui leur est appliquée. Les limites de la grille possédant un
nombre de voisins réduit nécessite un traitement particulier dénommé conditions aux limites.
L'utilisation d'une premiére grille plus grande que la précédente permet dutiliser les points
correspondants aux limites de la seconde grille plus petite. L'approche décrite permet de créer
pour chaque protéine une grille de potentiel électrostatique, représentée sur la figure III-6. Les
calculs ont été effectués par le programme APBS [203]. La comparaison de deux protéines, d'un
point de vue électrostatique, revient a comparer leurs grilles de potentiel respectives, comme
indiqué sur la figure III-6bis. Pour ce faire, le programme PIPSA, version 2.0 (« Protein
Interaction Property Similarity Analysis ») [187, 204] a été utilisé. Ce dernier détermine un
indice de similarité (ou SI, « Similarity Index »), d partir des structures 3D de deux protéines

et de leurs grilles de potentiel respectives.

( «— )

Paramétres de caleul:
£ solvant +
force ionique

-¢ protféine : 1

-Force ionique : 150 mM
-N points : 97 points
-Espacement : 0.8

T -¢ solvant : BO
|
|
|
|
l

C L Ll s L ety o e L e sl

« Conditiens aux limites
de la grille de petentiof

= ~ o _ Dimensions de la grille:
N peoints x espacement

] ; - .
- '
ﬁf— - -

L Espacomont Points de caleul petontiel éloctrostatigue

J
Figure ITI-6 : Représentation schématigue du calcul de grille de potentiel électrostatigue, généré par une protéine, par
résolution de léquation de Poisson Boltzmann. Les paramétres utilisés lors des calculs sont indigués en insert.

*Constante diélectrique

Autrement dénommée permittivité relative, elle se définit comme le rapport entre la permittivité € du milieu considéré et
la permittivité du vide eo. Elle décrit la réponse d'un milieu donné a un champ électrique. A un niveau microscopique, elle
est liée a la polarisabilité électrique des molécules ou atomes constituant le milieu.
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Figure ITI-6bis : Comparaison des grilles de potentiel électrostatigue par le programme PIPSA [187, 204], par le calcul
de lindice de similarité (SI). Ce dernier correspond d un coefficient de corrélation. Le potentiel peut Etre comparé sur
lensemble de la grille (« all »), ou sur la région d'interaction seule, définie par un céne (« parts »).

Le SI, calculé sur l'ensemble des grilles (« all ») ou sur la région interface seule (« parts »),
correspond a un coefficient de corrélation du potentiel électrostatique. Une valeur de SI égale a

1 signifie que les deux grilles sont identiques, une valeur de -1 que les grilles sont anti-corrélées.

IIT. 1.3-C Critéres généraux

Les solutions redondantes sont éliminées. Les structures multiples (notamment résolues par
RMN) appartenant a un méme fichier sont réduites a une seule. La structure dont le RMSD

(calculé par rapport au motif de référence) est le plus faible, est conservée.

Les solutions contenant dans le motif des résidus Cys ou Pro sont éliminées (figure ITI-5, C).
Les résidus cystéine sont connus pour leur importance dans le maintient de la structure 3D par la
réalisation de ponts disulfures [62]. Les résidus proline et glycine sont impliqués dans la
formation d'éléments de structure secondaire, dont divers coudes, mais défavorables a la
formation d'hélices et de feuillets [205, 206, 207, 208]. Les parametres de Chou et Fasman sont

présentés dans le tableau ITI-7.
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— - - Tableau III-7:
Hélices a H Feuillets p H Coude divers ‘ Paramétres de Chou et

Glu | 151 | Asp | 1,01 H Val | 1,70 | Arg | 093 H Asn | 156 | Trp 0,96‘ Fasman [208]

correspondant a la
Met | 145 | His | 1,00 H Ile | 1,60 | Asn | 0,89 H Gly | 1,56 | Arg 0,95‘ propension pour chague
acide aminé d favoriser
ou défavoriser un type
Leu | 121 | Thr | 0,83 H Phe | 138 | Ala | 0,83 H Asp | 146 | 6lu o,74‘ particulier — déléments

de structure secondaire
Lys | 116 | Ser 077 H Trp | 137 | Ser | 075 H Ser | 143 | Ala 0,66‘ (hélice,  feuillet  ou

Ala | 142 | Arg | 0,98 H Tyr | 147 | His | 087 H Pro | 1,52 | His 0,95‘

Phe | 113 | Cys | 070 || Lew [ 130 | 6ly | 0,75/ Cys | 119 | Met | 060 | coude).

6n | 111 | Tyr | 0,69 H Cys | 1,19 | Lys | 0,74 H Tyr | 1,14 | Phe | 0,60 ‘
Trp | 108 | Asn | 0,67 H The | 1,19 | Pro | 0,55 H Lys | 101 | Leu | 059 ‘
Ile | 108 | Pro | 0,57 H Gin | 110 | Asp | 054 H Gn | 098 | val | 050 ‘
val | 106 | 6ly | 0,57 H Met | 105 | 6lu | 037 H Thr | 096 | Ile | 047 ‘

Le remplacement des résidus Pro, Gly et Cys peut avoir des conséquences imprévisibles et
probablement dommageables pour la structure des plateformes. Toutefois, les résidus Gly
permettent d'accéder a un espace conformationnel plus important que les résidus Pro, comme en
témoignent leurs diagrammes de Ramachandran respectifs, présentés sur la figure III-7bis. Pour
cette raison, le remplacement de résidus Gly peut étre envisagé. Toutefois la substitution de

plus d'une Gly pourrait €tre dommageable pour la structure 3D.

Hélice a gauche |

Tamsmnmr st

Teamansnnnt

tuumanununt oo

Hélice a draite

o2

Résidus proline Résidus glycine Autres résidus

Abscisses : angle ¢ Ordonnées: angle ¢

\ J
Figure III-7bis: Les diagrammes de Ramachandran des différents résidus. Les zones bleues sont accessibles par
lensemble des résidus naturels. Les zones vertes sont accessibles par lensemble des résidus, a lexception des résidus
Pro. Les zones rouges ne sont accessibles quaux résidus Gly. Les diagrammes présentés ont €té réalisés par le programme
02D, développé par 6.J. Kleywegt [209].

Les solutions dont le motif est inaccessible au solvant sont éliminées (figure III-5, D). Le
calcul de la surface accessible au solvant est effectué en utilisant I'algorithme décrit par Lee et

Richards [136].
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Les motifs dont I'orientation des chaines latérales est divergente sont éliminés (figure ITI-5,
E). Selon les critéres de recherche utilisés, lorsque trop de degrés de libertés sont accordés, le

maintient de la topologie n'est plus garanti (figure III-5, E).
Ces derniéres étapes de sélection, correspondant a des critéres généraux, sont réalisées de

fagon systématique /n silico par les programmes MAKEINP et MAKESEL développés au cours de

cette these (annexe A.4).
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Figure ITI-8 : Schéma des diverses étapes nécessaires d lapproche de conception de ligand développée. Celle-ci requrert
la structure dun ligand de référence et dune base de donnée de structures, pour la recherche de motifs topologigues.
Lapplication du filtre stérigue nécessite, en outre, la structure de la cible du ligand,
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ITII.1.4 Conclusion

L'approche développée, de transfert de motif fonctionnel sur une plateforme adéquate, est
réalisée par plusieurs étapes successives, représentées sur la figure ITI-8 :
1) recherche de motifs topologiques similaires (STAMP)
2) application d'un filtre stérique (STAMP)
3) application de criteres généraux (MAKESEL/MAKEINP) :
3.1) orientation des chdines latérales
3.2) accessibilité des résidus du motif
3.3) choix du type de résidus
3.4) anomalies de fichiers PDB
3.5) identification des solutions uniques

4) application du filtre électrostatique (APBS/PIPSA, version 2.0)
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Figure ITI-9 : Représentation sous forme darbres phylogénétigues des canaux de la famille Kv [215] Ceux-ci sont
regroupés en trois familles distinctes, daprés lalignement des séquences des caeurs hydrophobes de chacun par

CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).
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IIT.2 Le systeme de référence toxine-canal potassique

Les canaux ioniques exercent des rdles majeurs dans le fonctionnement des organismes vivants
pour le maintien des conditions cellulaires ou extracellulaires, pour la production d'énergie ou
pour la transduction d'informations. Ils constituent, de ce fait, des cibles privilégiées pour de
nombreuses tfoxines, protéiques ou non, synthétisées par différents organismes ou micro-
organismes. A |'heure actuelle, plusieurs dizaines de toxines connues pour leurs propriétés de
bloqueurs de canaux ioniques, avec une tres haute affinité (nM a pM), ont été caractérisées aux
niveaux structural et fonctionnel [210, 211, 212, 213, 214]. Les complexes toxine-canal, pour ces

raisons, constituent des systémes intéressants pour la validation de notre méthode.

ITII.2.1 Les canaux de la famille Kv

L'interaction de la BgK [200, 214] avec les canaux potassiques sensibles au potentiel (famille Kv1),
étudiée depuis de nombreuses années au département, a été choisie pour la mise en application

de notre approche de conception de ligands protéiques.

IIT.2.1-A Du géne au canal

Les canaux potassiques sont regroupés en 4 classes par des considérations structurales, en
fonction du nombre de segments transmembranaires qu'ils possedent. La famille des canaux Kv
regroupe tous les canaux potassiques a 6 segments transmembranaires sensibles au potentiel.
Chaque canal fonctionnel est formé par l'assemblage de quatre monomeres, identiques ou pas,
codés par différents génes, présentés sur la figure III-9. Ceux-ci sont soumis désormais a une
nomenclature standard (développée par la « HUman Genome Organisation » ou HUGO) du fait des
nouvelles découvertes de canaux potassiques depuis le séquengage du génome [215]. La
classification des génes tient compte de leur structure (nombre de segments
transmembranaires), de leurs caractéristiques fonctionnelles (e.g. sensibilité au potentiel) et de
leurs relations phylogénétiques (figure III-9) [215]. A I'heure actuelle, dans I'espece humaine, 38
génes codant pour les canaux de cette famille ont été identifiés. Chaque canal est formé par
I'assemblage de quatre monomeéres, identiques ou non, mais appartenant a la méme sous-famille
(e.g. Kvl, Kv2). L'ensemble des combinaisons possibles pour la sous-famille Kvl comprenant 8
génes, correspond a un total de 3024 possibilités (en tenant compte des différentes
permutations possibles), témoignant d'une trés grande diversité des canaux. Dans notre cas

d'étude, le systéme de référence ne concerne que le canal homo-tétramérique Kv1.2.
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III 2.1-B Orqganisation fonctionnelle des canaux de la famille Kv

Les canaux potassiques de la famille Kv ne sont fonctionnels qu'd I'état de tétramere. Chaque
monomere (figure III-10, A), est constitué d'une partie fransmembranaire (sous-unité a) et d'une
partie intracellulaire (une sous-unité p et un domaine de tétramérisation T1). L'ensemble des
quatre sous-unités a forme le pore et confere la dépendance du canal au potentiel. Les sous-
unités p sont responsables de l'inactivation et de la modulation de l'activité des sous-unités a.
Chaque sous-uhité a comprend 6 segments transmembranaires, de S1 d S6, schématisée par la
figure III-10, partie A, le pore du canal étant formé par les régions P, comprises entre les
segments S5-56 de chaque sous-unité, schématisé par la figure III-10, partie B. Chaque région P
contient plusieurs éléments dont les tourelles (boucles extracellulaires relativement flexibles),
I'hélice du pore et le pore lui-méme. La partie correspondant aux éléments extracellulaires des

segments S5 a Sé est la cible des toxines [216].

Milieu extra-cellulaire [T
.t o

o

-

@ Miliew intra-cellulaire [Cunul potassique voltage dépendant Kyvl.1 ]
\, b,

Figure ITI-10 : A, Représentation simplifiée des canaux de la famille Kv, en bleu clair, la sous-unité a, en bleu foncé, le
domaine TI, et en cyan, la sous-unité B. B, Vu de dessus du pore du canal Kvl.1, pour chagque monomére, les segments S5
et S6 sont représentés en bleu foncé), les tourelles en cyan, 'hélice du pore en bleu claire et le pore en magenta. [216].

IIT. 2. 1-C Homologie de séguence des canaux potassiques

Les canaux potassiques de la famille Kvl présentent, entre eux, une trés grande homologie de
séquence, ainsi qu'avec d'autres canaux appartenant a différentes espéces, mammiferes ou
bactériennes. La comparaison des séquences primaires des parties extracellulaires de différents
canaux (dont les canaux Kv1.1 et Kvl.2 humains), comprise entre les segments S5 et S6, montre
une grande variabilité dans la séquence des tourelles mais une trés grande conservation de la
séquence du pore lui méme. Les séquences sont indiquées dans le tableau III-11. Ainsi, du fait de
la forte conservation de séquence du pore et malgré la grande variabilité de séquence des
tourelles, il est raisonnable de penser que la structure 3D de la partie extracellulaire des canaux

est, elle méme, trés conservée.
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->Sb Tourelle Hélice du pore Pore S6 ->
[KesA YL /VLA | ERGAPGAQLI Y PRAL VWASVE TTVGYG | DLYPVT WG

hKv1.1 SAVYFA EA=EAESHFSSI PDAFWNAVVEM TTVGYG DMYPVT GXI
mKv1.1 SAVYFA EAEEAESHFSSI PDAFWNAVVEM TTVGYG DMYPVT Gl
hKv1.2 SAVYFA EADERESQFPSI PDAFWNAVVEM TTVGYG DWPTT GXI
hKvl.6 SAVYFA EADDDDSLFPSI PDAFWNAWWITM TTVGYG DMYPMT GXI
hKv1l.3 SAVYFA EADDPTSGFSSI PDAFWNAWITM TTVGYG DVHPVT Gl
mKv1.3 SAAYFA EADDPSSGFNSI PDAFWMNAVWWITM TTVGYG DVHPVT GXI
hKvl.4 SAVYFA | EACEPTTHFQSI PDAFWMW M | TTVGYG | DWKPI T G
hKv1l.5 SAVYFA EADNQGTHFSSI PDAFWNAWITM TTVGYG DVRPI T GXI

Tableau ITI-11: Alignement des séquences des parties extracellulaires de différents canaux potassigues (les lettre qui
précédent chaque canal correspondent d m pour mouse, h pour human,).

III. 2 1-D Structure tridimensionnelle des canaux

Au début de ce travail de these, aucune structure 3D de canal appartenant a la famille Kv n'ayant
été résolue, les étapes de sélection de structures protéiques aptes a l'interaction, ont été
réalisées a partir d'un modele d'interaction entre le récepteur Kvl.1 et la BgK (modéle affiné par
la suite) [217, 218]. La structure du récepteur a, elle-méme, été modélisée a partir d'un canal
bactérien (KcsA, Streptomyces Lividans) de structure connue (1BL8 [219]). Le canal KcsA est un
canal potassique possédant deux segments membranaires. Leur structure correspond aux
segments S5 et S6 des canaux de la famille Kv. La structure du canal Kv1.2 a été résolue par
radiocristallographie (2A79 [220]), permettant de vérifier la structure de notre modéle. La
figure TIII-12 montre la comparaison du modéle du canal Kvll avec la structure
cristallographique du canal Kv1.2. La superposition des chdines principales, via leurs atomes Ca,
des segments S5-56 des deux canaux, a montré une importante similarité de structure (RMSD =

1.054), validant, a posteriori, notre approche basée sur le modéle du récepteur Kv1.1.
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Kvl.1l : modéle par Kvl.2 : structure
homologie de séquence résolue par X-RAY

Pore du canal

Tourelles du canal

b Kvl. 1 vue de profil Kvl.2 vue de profil

Schéma III-12 : Comparaison du modéle du canal Kvl.1 [217, 218] (en bleu) et de la structure cristallographigue du canal
Kv1.2 [220] (en vert). Les canaux sont représentés en mode « cartoon ».
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ITII.2.2 Les toxines spécifiques des canaux Kvi

Dans diverses espéces animales, de nombreuses toxines bloquant des canaux ioniques avec une
trés haute affinité, ont été identifiées et caractérisées durant les vingt derniéres années. Les
canaux potassiques voltage-dépendant de la famille Kvl sont les cibles de hombreuses toxines de
serpents, scorpions, anémones de mer ou cohes, relativement différentes, en taille, composition

ou structure secondaire/tertiaire.

III. 2.2-A Mode dinteraction des blogueurs de canaux potassigues

Malgré cette diversité, de nombreux « bloqueurs » des canaux Kvl (BgK, ChTx, AgTx2, etc...)
possedent un motif minimum commun de deux résidus, nécessaire a la liaison [200, 216, 217,221].
Ce motif, communément dénommé diade, est composé d'un résidu lysine (K) et d'un résidu
aromatique ou hydrophobe, présentés dans une topologie similaire malgré des repliements et des
positions dans la séquence différents. Les diades de liaisons des toxines BgK, ChTx et AgTx2
sont représentées sur la figure III-13. Seule leur proximité spatiale et leur topologie

déterminent leur fonction.

Diade de résidus fonctionnels

-
MO T L LR RS
ane
et

[ 1B6K pdb : BgK ] [1A6T.pdb : AngZ] 2CRD pdb : ChTx

. J
Figure ITI-13 : représentation de trois toxines, BgK [200] (en bleu), AgTx2 [222] (en vert) et ChTx [223] (en fuschia),
liant les canaux potassigues voltage dépendant par leur diade fonctionnelle, identifiée par « alanine scanning ». La diade
comprend un résidu hydrophobe (souvent aromatigue) et un résidu basigue (souvent le résidu Lys). Les toxines sont
représentées en mode « cartoon » tandis que chaque diade est représentée en mode « ribbon ».

III. 2.2-B La toxine Bunodosoma granulifera K+ channel voltage-gated ou BgkK

La BgK est la premiére toxine d'anémone de mer isolée et caractérisée [214]. Elle bloque les
canaux potassiques de la famille Kv notamment Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3 et Kv1.6 [224, 225] avec des
affinités variables. Elle a été utilisée comme ligand de référence dans notre approche. Les

affinités mesurées [Alessandri-Haber et al., 1999] par des expériences de compétition avec I'a
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dendrotoxine radiomarquée (**’I-DTX) sont: de 34pM sur le canal Kvl.1; de 66pM sur le
canal Kvl.2 ; de 777pM sur le canal Kvl.3 ; et de 13pM sur le canal Kvl.6. La BgK [200] est
constituée de 37 résidus, dont 6 cystéines, tres conservées parmi les toxines d'‘anémones de mer

liant les canaux, dont les séquences sont indiquées dans le tableau ITI-14.

Tableau III-14: alignement  des

Toxines Séquence des toxines d'anémone de mer séquences  des  toxines  courtes
BgK - VCRDWFKETACRHAKSL GNCRTSQKYRAN- CAKTCELC danémone de mer, bloguant les canaux
potassigues. Les ponts disulfures ainsi

AeK - GCKDNFSANTCKHVKANNNC- GSQKYATN- CAKTCCKC | gue /a diade K25/Y26 sont trés

AsKS | - ACKDNFAAATCKHVKENKNC- GSQKYATN- CAKTCGKC | conserves.
HmK | RTCKDLI PVSEC- - - - TDI RCRTSMKYRLNLCRKTCGSC
ShKk | RSCI DTl PKSRG - - - TAFQCKHSMKYRL SFCRKTCGTC

La conservation d'un méme motif de ponts disulfures et de la méme diade n'est en revanche pas
corrélée avec le repliement de ces toxines. La conservation de la fonction est donc liée a la

présentation d'un méme motif, dans une topologie similaire, sur des structures 3D différentes.

III. 2. 2-C Motif de liaison de la BgK

Diverses expériences « d'alanine scanning », effectuées sur l'ensemble des résidus de la BgK
[200], ont permis d'identifier les résidus énergétiquement importants pour l'interaction de la BgK
avec les canaux Kvl.1 et Kv1.2, représentés a la surface de la structure 3D de la BgK sur la figure
III-15. A partir de ces informations, un motif de liaison pour le canal Kvl.2 a été défini. Ce
dernier, discontinu en séquence, permet d'étudier la validité de notre approche, indépendante
des structures primaire et secondaire. Les résultats obtenus montrent que le résidu K25
provoque la perte d'affinité la plus importante, quel que soit le canal considéré (facteur >1000).
Le résidu Y26, appartenant d la diade entraine, de la méme fagon, des pertes daffinité
importantes, notamment sur le canal Kvl.2. Ces deux résidus seront systématiquement présents
dans notre motif de liaison. En l'absence de ces deux résidus (mutant K25A/Y26A), l'affinité est
diminuée d'un facteur approximatif de 10* sur le canal Kv1.1 et d'un facteur approximatif de 10°
sur le canal Kv1.2. D'autres résidus ont été pris en compte dans ce motif, limité dans un premier
temps a 4 résidus. Le résidu S23 a été choisi pour son importance énergétique, quel que soit le
récepteur. Le résidu F6, surtout impliqué dans l'interaction avec le canal Kv1.2, a été choisi du
fait de son éloignement de la diade dans la séquence primaire, respectant ainsi notre condition
sur la discontinuité du motif. Au final, le motif F6/523/K25/Y26 choisi pour tre transféré sur

une plateforme structurale adéquate, est présenté sur la structure de la BgK, figure III-15bis.
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In?eraci‘ion avec Kvl.1 Interaction avec Kvl.2

Figure ITI-15 : Résidus de la BgK, énergétiguement impligués dans linteraction avec Kvi1 (a gauche) et Kv1.2 (a drite). La
couleur est fonction du ratio r = Ki muté/Ki natif; en rouge, r>1000, en orange, 10005r>100 . en jaune, 100:r>10, en vert,
105r>5.

Hélice a n®1 Toxine BgK

MHélice a n’2

---------------------------------------- -

i Motif fonctionnel de
liaison au canal Kvl.2

Tyr 26 Lys 25 ]

Figure III-15bis : Motif fonctionnel de liaison de la Bgk au canal KviZ identifié par alanine scanning. La BgK est
représentée en mode « cartoon » en gris. Les résidus du motif sont représentés en mode « ribbon / dot », F6 en bleu,
523 en cyan, K25 en vert et Y26 en orange.
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ITIT 2.3 L'interaction entre la BgK et les canaux de la famille Kv

Pour la mise en application de notre méthodologie, nous avons utilisé un modeéle d'interaction de la

BgK avec le modéle du canal Kv1.1, décrit précédemment.

IIT. 2. 3-A Détermination de la position de la BgK dans le canal Kvi.1

Ce modéle, a été déterminé, par ['utilisation de données obtenues par la méthode des cycles
thermodynamiques, permettant d'estimer les proximités entre les résidus du ligand (BgK) et ceux
du canal (Kvl.1). Cette méthode d'analyse quantifie l'influence d'une substitution, effectuée au
niveau d'un partenaire de linteraction, sur la variation d'affinité provoquée par une seconde
substitution, effectuée au niveau de l'autre partenaire. L'approche est schématisée sur la figure

IIT-16.

Bgk / Kvl.1 Bgk / Kvl.1
(natif / natif) ] [ (mutant / natif) ]

Bgk / Kvi.1 Bgk / Kvi.1
(natif / mutant) {mutant / mutant)

J
Figure ITI-16: Principe des cycles thermodynamigues de doubles mutants. Le canal Kvl.1, en vert, et la BgK, en bleu, sont
représentés en mode « cartoon ». Les mutations sont représentées en rouge ou jaune, selon [€loignement du site de
liaison.

Pour chaque cycle de double mutation, les valeurs des constantes de dissociation permettent de
calculer I'énergie de couplage. Lorsque cette derniére est nulle, les mutations sont considérées
comme indépendantes, reflet d'un éloignement spatial entre les positions mutées (cas de la

mutation en jaune sur la figure III-16). Lorsque qu'elle n'est pas nulle, les substitutions ont des
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effets non additifs. De ce fait les positions mutées sont considérées comme proches ou
interagissant entre elles (cas de la mutation en rouge sur figure III-16). L'intensité du
coefficient de couplage, transformée en contraintes de distance, a permis de positionner la BgK

par rapport au canal Kv1.1,

IIT 2. 3-B Positionnement de la BgK :@ confirmation du modéle

Au cours de cette these, une étude structurale par RMN (2A9H [226]) a permis de déterminer
la structure du complexe de la ChTx (ligand des canaux de la famille Kvl) avec un canal KcsA
(homologue des canaux potassiques Kvl) modifié. Les modifications ont consisté a insérer les
résidus critiques pour la liaison avec les canaux potassiques eucaryotes. La comparaison de notre
modéle d'interaction avec la structure de ce complexe (impliquant la ChTx, ligand spécifique du
canal Kv1.1 avec une affinité de 104 nM), a été réalisée par superposition de la BgK sur la ChTx
par leur diade fonctionnelle respective : K25/Y26 pour la BgK et K27/Y36 pour la ChTx. Les
structures superposées sont présentées sur la figure III-17. Malgré des repliements des toxines
BgK et ChTx nettement différents, le positionnement de la diade fonctionnelle de la BgK, dans
notre modéle d'interaction, est relativement similaire a celle de la ChTx. Notre approche, basée
sur le modeéle d'interaction BgK-Kv1.1 a été validée, a posteriori, par la comparaison de ces deux
structures 3D. La modélisation par homologie, nous a donc permis de mettre en application notre
méthode de conception en incluant un filtre stérique, afin de sélectionner les structures aptes a

porter le motif de liaison F6/523/K25/Y26 défini précédemment.

BgK ChTx
{Lys 25/Tyr 28) fLys 27/Tyr 36)

+
o+t
.

=

Canal (voe latérale) Diade fonctionnelle| Canal (vee de dessus)

Schéma III-17 : Modéle d'interaction BgK-Kvll comparé d la structure du complexe ChTx-KcsA mutant (2A9H, [226]).
Les toxines sont représentées en mode « cartoon », la BgK en bleu et la ChTx en jaune. Les résidus Lys (25 et 27) et Tyr
(26 et 36) formant la diade fonctionnelle sont représentées en mode « stick ».
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IIT.2.4 Conclusion

Le systéme de référence que nous avons choisi correspond a I'interaction de la toxine BgK avec le
canal potassique, voltage-dépendant, Kv1.2. Les résidus énergétiquement importants,
F6/523/K25/Y26, constitueront le motif de référence pour la recherche de motifs topologiques
similaires par le programme STAMP. Ce dernier a été obtenu a partir d'une structure moyenne,
minimisée, de I'ensemble des conformeres présents dans le fichier 1BGK.pdb (annexe B.1). Le
filtre stérique sera appliqué via la structure du modele d'interaction entre le canal Kvl.l et la
BgK. La similarité des structures des canaux Kvl.1, modélisée a partir du canal KcsA, et Kvl.2,

résolue par radiocristallographie, permettra d'appliquer ce filtre indifféremment du canal ciblé.

-110-



Chapitre IV : Recherche de similarité d'interaction parmi les

ligands d'une méme cible. Analyse de complexes protéine-protéine

« Toute connaissance accessible doit étre atteinte par des méthodes scientifigues . et ce que la
science ne peut découvrir, 'humanité ne peut pas le connaitre » (B. Russell)
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La recherche de caractéristiques communes aux interfaces protéine-protéine, fondée sur I'étude
de complexes cristallographiques, a suscité de nombreux travaux ayant pour objectif d'identifier
des critéeres permettant de localiser des régions privilégiés d'interaction avec d'autres
partenaires protéiques. Ces travaux ont permis de déterminer les valeurs moyennes et les
fluctuations de nombreux parametres, caractéristiques de ces interactions dans les ensembles
considérés, constitués de complexes, indistinctement de la nature ou de la fonction des protéines
en interaction. Aucun travail spécifique de cette nature n'a été entrepris pour rechercher les
similarités d'interactions de plusieurs ligands capables d'interagir avec une méme cible a un site
identique. Ce travail pourrait permettre de dégager des régles transposables dans le contexte de

la conception de ligands protéiques.

Nous avons donc entrepris d'analyser des complexes cristallographiques, mettant en jeu une cible
particuliere et différents ligands de cette cible. Pour ce faire, nous avons sélectionné dans la
PDB, des ensembles de complexes cristallographiques (appelés par la suite « systeme »)
impliquant une méme protéine (appelée « cible ») et différents partenaires protéiques (appelés
« ligands »). Nous avons recherché si, malgré les disparités de taille, de composition en acides
aminés et de structure 3D, ces différents ligands (d'une méme cible et d'un méme site de liaison)

présentaient des caractéristiques physico-chimiques communes.

Le chapitre suivant présentera les différents systémes utilisés pour la comparaison de ligands
protéiques. Puis, les différents complexes seront caractérisés en utilisant plusieurs parametres
globaux (taille de l'interface, composition chimique, complémentarité des surfaces, potentiel
électrostatique). Enfin, les interactions intermoléculaires ponctuelles de chaque complexe seront

analysées (interactions m- m, cation- m, ponts salins, liaisons hydrogene).
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IV.1 Systéemes d'étude

Cette étude a été réalisée dans le contexte plus général du développement de ligands protéique
et de son application au développement de ligands des canaux Kvl. Le systéme de référence
(canal Kv1.2-toxine BgK) utilisé dans le cadre de cette étude pour la conception de ligands et la
validation de notre méthodologie, est analogue a une interaction « récepteur-inhibiteur », de tres
haute affinité. Nous avons recherché des systemes possédant certaines caractéristiques
similaires a celles des ligands que nous souhaitons développer, en particulier concernant la taille
des ligands impliqués (inférieure a 200 résidus) et la structure des interfaces (une seule zone
d'interaction). De plus, parmi les criteres de sélection, figure le nombre de complexes
cristallographiques disponibles pour chaque systéme : en effet, l'objectif de ce travail est de
comparer les caractéristiques communes et la variabilité des paramétres analysés sur un
échantillon de ligands divers, liant avec une méme cible. Parmi les différents systemes envisagés
(protéines de structure, protéines du cycle cellulaire, systemes enzymatiques), nous avons retenu

trois systemes, dont la cible appartient aux groupes des protéases a sérine (E.C. 3.4.21.X).

IV.1.1 Critéres de sélection des systémes

Les critéeres de sélections, appliqués dans le choix des systemes, concernent I'identité des cibles
dans les différents complexes mais également le mode d'interaction des ligands et leur diversité
en fermes de composition et de structure primaire et secondaire et tertiaire :
0 les cibles contenues dans chacun des fichiers de structure 3D doivent &tre identiques ou
tres similaires ;
0 les ligands doivent interagir avec la cible dans une région identique, de fagon a comparer
des interactions similaires ;
0 les ligands doivent présenter une diversité, de taille, de structure 3D et de séquence

primaire.

Par ailleurs, la qualité et lintégrité des structures sélectionnées a été prise en compte via
plusieurs critéres :
« les structures cristallographiques dont la résolution est supérieure a 35 A ont été
rejetées ;
* les structures dans lesquelles les positions de certains atomes de la cible ou du ligand
n'étaient pas définies (dans la densité électronique) ont été exclues des comparaisons ;

« seuls les complexes hétéro-dimériques ont été analysés.
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L'application de I'ensemble de ces criteres nous a permis de sélectionner 3 systémes (annexe B.2)
: une série de complexes de la trypsine bovine, de la trypsine porcine et de la chymotrypsine

bovine, présentés dans le tableau IV-1.

« Trypsine bovine » || « Trypsine porcine » || « Chymotrypsine bovine »
Réf. | PDB Ligand || Réf. PDB Ligand || Réf. | PDB Ligand
(2271 | 19T Bdellastasin || [228] 1AVX STI || 12291 | 1acB Eglin C
(230] | 1D6R BBI || resn 1IETA Bdellastasin || 12321 | 1cA0 APPT
(233 | 1691 Artificial MGI || [234] 1H9H EETI-IT || 2321 | 1cBW BPTI
[235] | 10X1 | Peptid inhibitor || [236] ILDT LDTI || 2371 | 1c61 PSTI-3
(238] | 1SFI sSI || 23 IMCT MCTI-A || 2401 | 1CHO | OMTKY-3
(2411 | 1TAW APPT || 2421 1TFX TFPI || 2431 | 16L0 PMP-D2V
[244] | 176S PPTI || 12451 1TX6 BBI || 2431 | 16L1 PMP-C
[246] | 2BTC CPTI-II || [247] 1UHB Autocatalytical peptid || [248] | IN8O Ecotin
(1431 | 2pTC BPTI || 2491 1Z7K OMTKY-2 |

Tableau IV-1: Systémes sélectionnés pour lanalyse des interactions ligand-cible.
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IV.1.2 Homogénéité des cibles

IV.1.2-A Homogénéité de séquence

Les structures primaires des cibles ont été comparées par alighement de séquence a l'aide du
programme BLAST, [306]. Les complexes cristallographiques dans lesquels la cible comporte une
modification importante par rapport d la séquence native de la cible (larges délétions, mutations
ponctuelles non-homologues ayant des conséquences importantes sur les propriétés globales) ont
été rejetés.

Parmi les cibles du systéme « trypsine bovine », deux présentent des différences par rapport a
la séquence native : 1ITAW et 1TGS. La séquence de la trypsine du complexe 1TAW présente une
mutation ponctuelle, D165T, se traduisant par une modification de la charge nette globale d'une
unité (+7 contre +6 pour la séquence native). La séquence de la trypsine du complexe 1TGS
correspond au frypsinogéne, précurseur de la trypsine, dont la taille (225 résidus) est
supérieure, de deux résidus, a celle de la trypsine (223 résidus). Cette modification de la
séquence de la cible ne s'accompagne pas, de modification de la charge nette globale. Les
structures 1TAW et 1TGS ont été conservées pour l'analyse des interactions. Les structures des
cibles des complexes sélectionnés au sein du systéme « ftrypsine porcine » ne montrent aucune
différence de séquence. Cependant, les cibles du systéme « chymotrypsine » présentent des
modifications plus nombreuses. La chymotrypsine peut en effet subir des coupures
protéolytiques, se traduisant par des séquences primaires discontinues. Les sites de coupure de

chaque cible sont présentés dans le tableau IV-2 :

PDB | Nom du ligand Sites de coupure Taille (en résidus) | Charge nette globale

1ACB Eglin C 1-13,16-146, 149-245 241 +3
1CAO APPT 1-11, 16-146, 149-245 239 +3
1cBW BPTI 1-11, 16-146, 149-245 239 +3
1¢61 PSTI-3 1-245 245 +4
1CHO OMTKY-3 1-10, 16-146, 149-245 238 +3
16L0 PMP-D2V 1-11, 16-245 241 +3
16L1 PMP-C 1-12, 16-146, 150-245 239 +3
IN8O Ecotin 1-11, 16-146, 149-245 239 +3

Tableau IV-2 : Caractéristiques des cibles du systéme « chymotrypsine bovine ».

L'analyse des séquences montre que ces coupures ne sont pas identiques selon la cible considérée,
expliquant que leur taille respective soit variable de 238 a 241 résidus selon la cible. La cible du
complexe 1CGI, correspondant au chymotrypsinogéne (précurseur de la chymotrypsine), est en

revanche continue en séquence et comporte de ce fait 245 résidus. Ces différentes variations
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ont, cependant, peu de conséquences sur la charge nette globale, égale a +3 pour chaque cible et
+4 pour 1CGI et affecte une région de la cible située a la périphérie du site d'interaction avec les

divers ligands.

IV.1.2-B Homogénéité de structure 3D

Pour chacun des systémes, les structures tertiaires des cibles ont été comparées. Les
différences de structures tertiaires des cibles ont été estimées par le calcul du RMSD, apres
superposition des atomes Ca de leurs chaines principales respectives, avec une structure a haute
résolution de la cible a I'état libre. Les structures de référence sont 1HJ9 [250], 1AKS [251] et
4CHA [252] pour les systemes « trypsine bovine », « trypsine porcine » et « chymotrypsine
bovine » respectivement. Les valeurs de RMSD calculées sur les positions des atomes Ca sont

présentées dans le tableau IV-3, pour chacun des systémes.

« Trypsine bovine » « Trypsine porcine » « Chymotrypsine bovine »
Code  Résolution RMSD Code Résolution RMSD Code Résolution RMSD
PDB (en A) (en A) PDB (en A) (en A) PDB (en A) (en A)
1HJ9 0,95 Réf. 1AKS 1,80 Réf. 4CHA 1,68 Réf.
1C9T 3,30 0,53 1AVX 1,90 0,49 1ACB 2,00 0,51
1D6R 2,30 0,27 1EJA 2,70 0,43 1CAOQ 2,10 0,56
1691 2,20 0,35 1H9H 1,50 0,42 1CBW 2,60 0,63
1SFI 1,65 0,23 1LDT 1,90 0,48 1¢6GI 2,30 0,97
10X1 2,00 0,24 IMCT 1,60 0,46 1CHO 1,80 0,37
1ITAW 1,80 0,38 1TFX 2,60 0,45 16L0 3,00 0,57
1TG6sS 1,80 1,19 1TX6 2,20 0,35 16L1 2,10 0,44
2BTC 1,50 0,32 1UHB 2,15 0,16 IN8O 2,00 0,89
2PTC 1,90 0,31 1Z7K 1,90 0,54

Tableau IV-3: Comparaison des structures tertiaires des cibles présentes dans les différents complexes avec une
structure d I€tat libre de la cible correspondante. Les RMSD indigués sont calculés sur les positions des atomes Ca aprés
superposition sur les structures de références, indiguées en gras et en bleu.

La superposition des cibles montre une grande homogénéité des structures 3D, la plupart des
variations étant inférieures a 1 A, a l'exception d'une seule structure : 1TGS (systéme « trypsine
bovine »). L'observation des structures 3D, des cibles du systéeme « trypsine bovine »,
présentées sur la figure IV-4, illustre I'homogénéité structurale des cibles des différents
complexes. Les différences structurales observées affectent presque exclusivement les
positions des chdines latérales. Seule, la structure 1TGS montre une modification locale de
structure : la boucle comprise entre les positions 142 a 155 présente une structure différente
de celles des autres cibles. Lorsque les atomes Ca appartenant a ce segment ne sont pas pris en

compte lors de la superposition, la valeur résultante du RMSD est inférieure a 0,4 A, témoignant
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d'une grande similarité de la structure de cette cible par rapport a la structure de référence
1HJ9. Ces observations nous ont permis de mettre en évidence au sein de chaque systéme, la

similarité des séquences primaires et tertiaires des cibles.

e e — i ™
|  Site de liaison des inhibiteurs | i 1T6S : modification
.\ RS, b
\ {U1TES t Résidus
\ : supplémentaires :

‘ ----- — " omm s m .

Systéme « trypsine bovine » . Partic Cter | f Partie Nter |

o —---—-, -I-I-IJ J

Figure IV-4: Superposition des structures des cibles des différents complexes du systémes « trypsine bovine ».
Représentation en mode « cartoon », 1C9T en rouge, 1D6R en orange, 169I en jaune, 10X1 en vert, 1SFI en cyan, ITAW
en bleu clair, 1TGS en bleu foncé, ZBTC en magenta et 2PTC en pourpre.
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IV.1.3 Le site de liaison

Pour que l'analyse entreprise soit utile dans le contexte du développement de molécules, mimant

les propriétés d'un ligand protéique de référence, les différents ligands comparés doivent
interagir a un site de liaison identique. Pour chaque systeme, les sites de liaison de chacun des
ligands, ont été déterminés en calculant la variation de surface accessible au solvant (ASA) des

résidus de la cible, entre les états libre et lié. Les sites de liaison de chaque systeme sont

représentés sur la figure IV-5.

systéme « trypsine bovine » systéme « trypsine poncine » systéme « chymotrypsine bovine

[ Site de liaison consensus du ] [ Site de liaison consensus du ] [ Site de liaison consensus du »]

Figures IV-5 : Représentation des sites de liaisons des différents ligands de chague systéme, en mode « sphére ». En A,
systéme « trypsine bovine », en B, systéme « trypsine porcine » et en C, systéme « chymotrypsine bovine ». Les résidus
en couleurs correspondent a ceux dont I'ASA est modifiée suite a la formation des complexes ligand-cible (en bleu les
résidus communs d tous les ligands appartenant d la famille considérée

Pour chacun des systemes, un résidu est considéré comme appartenant au site d'interaction
lorsqu'une variation de la surface accessible au solvant de ce résidu est observée entre |'état
libre et I'état lié dans tous les complexes sélectionnés (coloration rouge sur la figure IV-5, de A
a C). Cette figure indique également les résidus de la cible pour lesquels, une variation de surface
accessible au solvant entre les états libre et I'état lié, n'est observée que pour certains des
complexes considérés. Ceci démontre, dans chaque systeme, que l'ensemble des ligands
interagissent avec la méme région. Les résidus, qui ne sont pas systématiquement présents a
I'interface avec le ligand mais observés dans certains des complexes, sont situés a la périphérie
de la zone pour laquelle les résidus font systématiquement partie de l'interface. Cet observation
reflete principalement la disparité des tailles et des structures tridimensionnelles des

différents ligands ciblant une région similaire de la cible.
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IV.1.4 Diversité des ligands

L'analyse de complexes cristallographiques proteine-protéine entreprise, a pour objectif de
rechercher parmi une série de ligands variés sur le plan de leurs tailles, de leurs structures 3D
ou de leurs compositions chimiques s'il existe, malgré ces différences, des propriétés communes
a ces ligands pouvant expliquer la liaison a la cible. Il est donc nécessaire que les différents
ligands sélectionnés possedent une diversité importante quant aux caractéristiques citées

précédemment.

IV.1.4-A Diversité de taille

Les tailles des ligands de chaque systeme sont indiquées dans le tableau IV-6. Les complexes

pour lesquels les ligands protéiques comportent plus de 200 n'ont pas été pris en compte.

| « trypsine bovine » || « trypsine porcine » || « chymotrypsine bovine » |
| Code PDB | Taille du ligand || Code PDB | Taille du ligand || Code PDB | Taille du ligand |
| 1c9T 59 | 1Avx 181 | 1Ace 63 |
| 1D6R 71 | 1E7A 59 | 1ca0 56 |
| 1601 22 || 1HOH 30 | 1cBw 58 |
| 10x1 11 | DT 46 | 1cer 56 |
| 1SFI 14 | mcT 28 | 1cHO 56 |
| 1TAW 58 | 1TFX 58 | 16L0 35 |
| 176s 56 | 1Txe 125 | 16L1 36 |
| 2BTC 29 | 1uHB 9 | 1N8o 142 |
| erTcC 58 | 1z 62 l |

Tableau IV-6 : Taille des ligands sélectionnés dans chaque systéme. Les tailles minimales et maximales sont indiguées en
bleu et en rouge, respectivement.

Certes, parmi les trois systemes, la taille des ligands varie de 9 a 181 résidus ; toutefois, la
plupart correspondent a diverses « mini-protéines » de taille comprise entre 20 et 100 résidus
(3/4 des ligands). Au sein de chacune des familles, il existe donc une variabilité de taille
importante. La taille des ligands varie de 11 a 71 résidus, de 9 a 181 résidus et de 35 a 142
résidus pour les systémes systéme « trypsine bovine », « frysine porcine » et « chymotrypsine
bovine » respectivement. La disparité des tailles observées, dans les trois systemes, illustre
I'absence de relation entre la taille des ligands et leur capacité a interagir avec une méme cible
et au méme site. En considerant I'ensemble des ligands (quelle que soit leur taille), les variations
sont d'autant plus importantes, notamment pour le systéme « trypsine bovine » : de 3 a 375
résidus. Les tailles minimales et maximales, pour chaque systéme sont indiquées dans l'annexe

B.2, tableau B2-1.
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IV.1.4-B Diversité de repliement

Bien qu'il existe de nombreux exemples des protéines possédant des fonctions identiques et des
repliements similaires (toxines, anticorps..), aucune relation stricte n'est établie entre le
repliement d'une protéine et sa fonction. La comparaison des repliements des différents ligands
de chaque systeme considéré dans le cadre de cette analyse, donne un exemple de variabilité
structurale aboutissant a une méme « fonction ». Les structures secondaires et leur agencement
sont trés variables au sein des ligands sélectionnés. Les repliements des différents ligands de la

trypsine bovine sont présentés sur la figure IV-7.
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Figure IV-7 : Structures cristallographiques des ligands de la famille trypsine bovine, en représentation « cartoon » de la
chaine principale. Les hélices a sont représentées par des rubans, les brins p par des fléches. Sont indigués pour chacun,
le code PDB ainsi que la dénomination de la chaine représentée.

Plusieurs ligands sont composés de feuillets uniquement (1C9T, 1D6R et 2BTC); certains
comportent un ensemble d'hélices et de feuillets (ITAW, 1TGS et 2PTC) tandis que d'autres ne
présentent que des coudes et des boucles (169I, 1SFI et 10X1). Les ligands du systeme
« trypsine porcine », représentés sur la figure IV-8, montrent également une importante
diversité, certains d'entre eux composés uniquement de feuillets (1AVX et 1EJA) et d'autre ne
présentant que des hélices (IMCT, 1TX6). Plusieurs, en revanche présentent un repliement mixte,
composé de feuillets et d'hélices (IH9H, ILDT, 1Z7K et 1TFX). Enfin le ligand du complexe 1UHB
ne contient aucun élément de structure secondaire caractéristique. La figure IV-8 illustre la
grande diversité des structures des ligands du systeme trypsine porcine car, a I'exception des

complexes 1H9H et 1MCT, les ligands possedent tous des repliements différents.
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Figure IV-8 : Structures cristallographiques des ligands de la famille trypsine porcine, en représentation « cartoon » de
la chaine principale. Les hélices a sont représentées par des rubans, les brins p par des fléches. Sont indigués pour
chacun, le code PDB ainsi que la dénomination de la chaine représentée.
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Figure IV-9 : Structures cristallographigues des ligands de la famille chymotrypsine, en représentation « cartoon » de la
chaine principale. Les hélices a sont représentées par des rubans, les brins p par des fléches. Sont indigués pour chacun,
le code PDB ainsi que la dénomination de la chaine représentée.
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Enfin, différents repliements sont également observés parmi les ligands du systéme
« chymotrypsine », représentés sur le figure IV-9 : les ligands composés de feuillets uniquement
(16L0O, 16L1 et IN8O) et ceux qui sont composés d'association de feuillets et d'hélices (1ACB,
1CAO, 1CBW, 1CGT et 1CHO). La diversité des repliements du systéeme chymotrypsine est plus
faible que celles rencontrées dans les deux autres systémes car I'ensemble des 8 ligands ne

correspond qu'a 5 repliements différents.

IV.1.4-C Diversité de séguence

L'analyse des repliements des ligands au sein des trois systémes a montré l'existence, dans
certains cas, de ligands possédant des repliements identiques. Pour éviter la redondance des
données dans chaque systéme, nous avons comparé les structures primaires de ces ligands
lorsque leur taille et leur repliement étaient similaires. La comparaison des séquences a été
déterminée a l'aide du programme BLAST [306] qui permet de calculer apres alignement, leur
degré d’homologie et d'identité. Dans la mesure ot, des modifications ponctuelles de la séquence
et particulierement pour des résidus en interaction avec la cible, peuvent avoir des conséquences
importantes sur certaines propriétés déterminantes pour l'interaction avec la cible, nous avons
fixé a 75% le seuil d'homologie au-dela duquel les structures de tailles semblables ne sont pas
sélectionnées. L'examen des structures tridimensionnelles des ligands du systeme « trypsine
bovine » schématisées sur la figure IV-7 indique que, seuls les ligands des complexes 1TAW et
2BTC possédent des tailles et des repliements similaires. Les degrés d'identité et d’homologie
obtenus par alignement sont respectivement de 46 et 58 % pour une séquence de 56 résidus
alignés. Donx, malgré la similarité des structures 3D entre les ligands des complexes 1TAW et
2BTC, il existe une importante variabilité dans la composition de ces deux protéines. De fagon
identique, les ligands des complexes 1D6R et 1G9I possédent un élément de structure 2D
similaire, néanmoins leur différence de taille, quel que soit le degré d'homologie de la partie
similaire (sur le plan du repliement), rend leur comparaison utile dans le cadre de cette étude. Il
en est de méme pour les structures des ligands des complexes 1SFI, 10X1 et 1G9I. De plus,
d'aprés la figure IV-8, seules les structures 1H9H et IMCT de taille voisine, présentent des
structures 3D similaires. L'alignement des séquences de ces deux protéines donne des
pourcentages d'identité et d'homologie, respectivement de 55 et 69%, pour 27 résidus alignés.
D'aprés la figure IV-9, il existe, parmi les ligands des complexes du systeme « chymotrypsine
bovine », plusieurs structures présentant des tailles et des repliements similaires. Les résultats
de l'alignement de leurs séquences montrent que les ligands présents dans les complexes 1CAO et

1CBW posseédent une identité et une homologie de séquence, respectivement de 46 et 58%, pour
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54 résidus alignés. Dans le cas de 1CGI et 1CHO, l'identité et I'homologie de séquence sont
respectivement de 39 et 56% pour 41 résidus alignés. Enfin, dans le cas de la comparaison des
ligands de 16L0O et 16L1, l'identité et I'nomologie de séquence sont de 42 et 48 %, pour 33 résidus
alignés. Donc, malgré la similitude des tailles et structures 3D de ces ligands, il existe une
variabilité de composition importante qui rend, la comparaison des interactions, de ces différents

ligands, particulierement intéressante dans le cadre de cette étude.
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IV.1.5 Conclusion

Chacun des trois systémes sélectionnés comporte une cible commune dont nous avons vérifié la
similitude de structure primaire, secondaire et tertiaire. Pour chaque systeme, différents
ligands capables d'interagir avec cette cible dans une région identique ont été sélectionnés. Pour
chaque famille, ces ligands possedent une diversité de taille, de composition en acide aminés
et/ou de structure tridimensionnelle. Ces trois familles de complexes constituent donc un
ensemble de données permettant, sur la base de structures expérimentales issues de I'analyse de
cristaux par diffraction X, de rechercher les propriétés conservées et leurs limites pour
I'interaction de ligands de tdilles, de structure 3D et/ou de composition variables, avec une méme
cible d un site similaire. Bien que la taille de cet ensemble de données soit réduite et la diversité
des cibles faible, cette analyse doit fournir un point de référence pour le développement de

notre méthode de conception de ligands protéiques, réalisée au cours de ce travail.
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IV.2 Analyse des interfaces ligand-cible

Afin d'analyser et comparer les propriétés d'interaction des ligands de chaque systeme, les
structures cristallographiques des complexes protéiques sélectionnés, ont été préalablement
soumises a une procédure de relaxation sous contraintes positionnelles par dynamique moléculaire
(annexe B.3). Pour chacune d'entre-elles, cette procédure entrdine des modifications trés faibles
des positions des atomes lourds (non hydrogene) par rapport a celles définies dans les structures
expérimentales (RMSD < 0.31 A). Cette phase de relaxation a été réalisée afin de reconstruire
les atomes d'hydrogéne, absents dans la majorité des structures cristallographiques ;
reconstruction essentielle, en particulier, pour identifier les liaisons hydrogéne et analyser leur
géométrie. L'analyse des propriétés globales des interfaces des complexes a ensuite été réalisée
au sein de chaque systéme. Pour cela, plusieurs critéres couramment utilisés dans la littérature
pour la description d'interfaces protéiques ont été déterminés (taille de I'interface, variation de
la surface accessible au solvant consécutive a la liaison, complémentarité des surfaces
ligand/cible) et les valeurs de ces paramétres comparées pour les différents ligands, de chaque

systéme (annexe B.3).

IV.2.1 Propriétés globales des interfaces

IV.2 1-A Surface d'interaction

La taille des interfaces peut tre caractérisée par le nombre de résidus présents a l'interface
mais, également, par la variation de surface accessible au solvant des protéines du complexe
entre |'état libre et I'état lié. Les résultats sont indiqués pour les trois systémes dans le tableau

IV-10.

Pour le systéeme « trypsine bovine », le nombre de résidu des ligands présents a l'interface avec
la cible varie de 10 a 18 pour une moyenne, sur les différents complexes de ce systeme, de
14,0+2,0 résidus. Dans le cas du systeme « trypsine porcine », le nombre de résidus des ligands,
impliqués dans l'interface, varie de 8 a 27 avec une moyenne de 17,9+55. Enfin, concernant les
ligands du systeme « chymotrypsine bovine », le nombre de résidus du ligand impliqué dans
I'interface avec la cible est de 18,4+5,5. Dans ces deux derniers cas, la moyenne et I'écart-type
sont donc plus élevées comparativement au systeme « trypsine bovine ». Cependant, les
fluctuations du nombre total de résidus du ligand sont trés supérieures a celles du nombre de

résidus du ligands, présents a l'interface ; cette observation est illustré par la figure IV-11.
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‘ « Trypsine Bovine » 19T 1D6R 1691 10X1 1SFI 1TAW | 1T6S 2BTC 2PTC |
‘ Nb résidus ligand a l'interface 15 15 14 10 12 12 18 16 14 |
‘ aire interface totale (en A%) 1659 | 1590 | 1543 | 1288 | 1579 | 1375 | 1895 | 1799 | 1548 |

aire interface (ligand) (en A?) 954 900 903 797 878 815 1077 | 1005 891 |

« Trypsine porcine » 1AVX | 1EJA 1H9H 1LDT IMCT 1TFX 1TX6 1UHB | 1Z7K |
Nb résidus ligand a l'interface 22 21 16 15 16 15 27 8 21 |

aire interface totale (en A?) 1818 1925 1619 1509 1631 1434 2271 1183 19o4|

« Chymotrypsine bovine » 1ACB | 1CA0 | 1CBW | 1C6I | 1CHO | 16L0 | 16L1 | 1IN8O
Nb résidus ligand a l'interface 18 13 14 20 16 21 22 23

\aire interface (ligand) (en A?) 1034 1101 961 887 971 854 1272 784 1089|
\airein'rerfacefo‘rale(enﬂz) 1612 1344 | 1514 2157 | 1595 1974 1825 1792

aire interface (ligand) (en A%) 896 772 885 1205 914 1113 1025 1009

Tableau IV-10 : Taille des interfaces ligand-cible caractérisées par le nombre de résidus du ligand présent a linterface
et Ja variation de surface accessible au solvant des deux partenaires ou du ligand seul.
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Figure IV-11: Nombre de résidus des ligands impligués dans linterface avec la cible et nombre total de résidus des
ligands pour les trois systémes considérés.

Une observation similaire peut-€tre faite en considérant les moyennes et fluctuations de la
variation de surface accessible au solvant ou de la fraction de celle-ci impliquant des résidus du
ligand (tableau IV-10). Les résultats indiquent que, pour les systémes « trypsine bovine »,
« trypsine porcine » et « chymotrypsine bovine », les variations totales de surface accessible au
solvant sont respectivement 1586+188, 1699+319 et 17264262 A2, Pour ces mémes systemes, les

aires du ligand, impliquées dans l'interface avec la cible, sont respectivement de 913+88, 994+148
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et 977+138 A2 Les fluctuations de ces deux paramétres sont inférieures a 20 %, autour de la
valeur moyenne, pour des tailles des ligands comprises entre 9 et 181 résidus. Les fluctuations de
taille d'interface sont donc plus faibles que les fluctuations du nhombre de résidus a l'interface,
décrit précédemment, refletant en partie, la dispersion des tailles des résidus. Il n'y a donc pas
de corrélation entre l'aire de l'interface et la taille des ligands en interaction. Cette observation
rejoint les observations faites sur des complexes protéine-protéine, sélectionnés
indépendamment ou non de leur type ou de la fonction des protéines impliquées [52, 131, 132,

133, 134, 139].

IV.2. 1-B Complémentarité de structure

La complémentarité de surface est une caractéristique particulierement importante des
interactions protéine-protéine. En effet, une complémentarité importante des surfaces des deux
partenaires en présence aura pour conséquence de favoriser [‘établissement d'interactions
intermoléculaires, dépendantes de la distance entre les groupements impliqués (interactions de
van der Waals, liaisons hydrogene, ponts salins) [140, 142]. En revanche, une conséquence de la
faible complémentarité de surface entre les partenaires sera une présence accrue de molécules
d'eau, piégées a l'interface lors du processus d'association. Ce phénomene, d'autant plus probable
que la complémentarité de surface est faible, apporte une contribution entropique défavorable a

la liaison.

La complémentarité de l'interface peut étre estimée par le calcul volume non occupé entre les
partenaires a I'état lié. Cependant, ce volume doit &tre ramené a l'aire de l'interface, définissant
ainsi le « gap index » (chapitre II). Les valeurs de « gap index », calculées pour les différents

complexes sont reportées dans le tableau IV-12.

‘Tryp. Bovine | 1C9T | 1D6R | 169T | 10X1 | 1SFI | 1TAW | 1T6S 2BTC szc| u o |

| GapIndex (A) | 173 | 169 | 181 | 166 | 176 | 176 | 181 | 186 | 214 |180 014 |

| Tryp. Porcine | 1avX | 1EJA | 1H9H | ILDT | IMCT | 1TFX | 1TX6 | 1UMB  1z7K | # | o |
| GapIndex(A) | 214 | 181 | 181 | 201 | 175 | 182 | 227 | 166 | 174 |19 | 020 |

| Chym. Bovine | 1AcB | 1CAO | 1CBW | 1C6I | 1CHO | 16L0 | 16L1 | 1N8O | u o |
| GapIndex(A) | 182 | 188 | 211 192 | 175 | 177 | 175 | 201 | 188 | 013 |

Tableau IV-12 : Valeurs de « gap index », calculées pour les différents complexes des trois systémes étudiés. La moyenne
est indiguée par u, écart-type par o.

Il a été montré que la valeur de cet indice, calculé pour une série de complexes inhibiteurs

enzymes, était similaire a la valeur obtenue pour une série d'hétéro-complexes ou d’homo-dimeres
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[139]. Les valeurs de « gap index » obtenues sont trés homogenes, quel que soit le systéme
considéré : 1,80:0,14 A, 1,90:0,20 A et 1,88:0,13 A. Ces valeurs indiquent que, dans les
différents complexes, les surfaces des partenaires en interaction sont trées complémentaires,
témoignant d'une grande compacité de l'interface. De plus, la faible dispersion des valeurs de
« gap index », observée au sein de chaque systéme, montre une grande homogénéité de cette
propriété parmi les différents complexes. Toutefois, les valeurs de « gap index » calculées pour
les trois systémes sélectionnés sont plus faibles que celles reportées pour une série de ligands
enzyme-inhibiteur, publiées dans une étude antérieure [139], dans laquelle figurent certains des
complexes utilisés dans le cadre de notre étude. Cette différence (de l'ordre de 20 %) peut Etre
due, en partie, au fait que nous n'utilisons pas le méme algorithme pour calculer cet indice.
Cependant ce travail nous permet d'analyser, sur notre base de données, les fluctuations de la
compacité de l'interface et de calibrer cet outil, pour son application, dans le cadre de notre

approche de conception de ligands protéiques.

IV.2.1-C Composition chimigue de linterface

La nature chimique de l'interface dans les différents complexes a été analysée. Une premiére
indication de la nature chimique de l'interface peut €tre obtenue en déterminant le nombre de
résidus de type non polaires, polaires neutres et polaires chargés a l'interface. Les fractions

correspondant da ces trois classes sont reportées dans le tableau IV-13.

‘ « Trypsine bovine » 1097 1D6R 1691 10X1 1SFT 1TAW | 1T6S | 2BTC 2PTC |
‘ Nb Res Non-Polaires 9 7 8 5 7 9 9 13 9 |
| Nb Res Polaires Neutres 2 6 4 4 3 3 6 0 1
‘ Nb Res Polaires Chargés 4 2 2 1 2 1 3 3 4 |
‘ « Trypsine porcine » 1AVX | 1EJA 1H9H ILDT | IMCT 1TFX 1TX6 1UHB | 1Z7K |
‘ Nb Res Non-Polaires 1 12 12 10 12 11 16 3 10 |
‘ Nb Res Polaires Neutres 2 4 2 0 0 1 5 2 6 |
‘ Nb Res Polaires Chargés 9 5 2 5 4 3 6 3 5 |
|« Chymotrypsine bovine » 1ACB | 1CAO | 1CBW | 1C6I | 1CHO | 160 | 16L1 | IN8O |
‘ Nb Res Non-Polaires 12 10 10 1 9 11 11 13 |
‘ Nb Res Polaires Neutres 2 2 1 4 4 8 6 4 |
| Nb Res Polaires Chargés 4 1 3 5 3 2 5 6 |

Tableau IV-13 : Composition en résidus des interfaces des ligands dans les complexes des trois systémes étudiés (résidus
non-polaires : A, C, 6, I, L, M, P, V, F, H, ¥, W. résidus polaires neutres : N, Q S, T, résidus polaires chargés : K, R, D,
E).
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Les valeurs calculées indiquent, pour ces trois catégories de résidus, qu'il existe au sein de
chaque famille une importante variabilité. Ainsi, le nombre de résidus polaires neutres varient de
0 a 6 pour les ligands des systémes « trypsine bovine » et « trypsine porcine », tandis qu'il varie
de 1 a 8 pour les ligands du systeme chymotrypsine. Une amplitude de variation similaire est
observée pour les résidus de type polaire chargé. Bien que le nombre de résidus non polaires du
ligand, présents a l'interface avec la cible, puisse donner une indication de I'hydrophobicité de
l'interface, il a été proposé d'évaluer celle-ci en calculant la fraction de I'aire de l'interface
impliquant des atomes du ligand appartenant a des groupements aliphatiques et ce, quel que soit
le résidu auquel appartient ce groupe [52]. Ces fractions ont été calculées pour les ligands des

complexes des trois systemes et sont reportées dans le tableau IV-14.

‘ « Trypsine bovine » 1¢9T | 1D6R 1691 10X1 1SFI | ITAW | 1T6S | 2BTC | 2PTC

% résidus non-polaires

e 39 31 34 35 35 32 465 57 39
a l'interface

\ « Trypsine porcine » 1AVX | 1EJA | 1H9H | ILDT | IMCT | ITFX | 1TX6 | 1UHB | 1Z7K
% résidus non-polaires 40 39 41 58 40 46 39 17 43
a l'interface

\ « Chymotrypsine bovine » 1ACB | 1CA0 | 1CBW | 1C6I | 1CHO | 16L0 | 16L1 | 1N8O

% résidus non-polaires

N 54 33 38 50 49 45 48 38
a l'interface

Tableau IV-14 : Analyse de la fraction apolaire de linterface, en % de la surface (coté ligand). Les valeurs inférieures
sont indiguées en bleu, les valeurs supérieures en rouge.

La fraction hydrophobe des résidus du ligand présents a l'interface est en moyenne de 38+8%,
40+1% et 44+7% pour les systemes « trypsine bovine », « trypsine porcine » et « chymotrypsine
bovine » respectivement. Seul le ligand du complexe 1UHB, du systeme « trypsine porcine »,
présente une fraction d'interface hydrophobe significativement inférieure a ces valeurs (17%).
Cependant, la dispersion, autour des valeurs moyennes des fractions de surface hydrophobes des
ligands ainsi calculées, est beaucoup plus faible que la dispersion du nombre de résidu

appartenant a la classe non polaire.

-131-



IV.2.2 Aspects électrostatiques

Il a été montré que les interactions électrostatiques jouaient un réle essentiel pour la
reconnaissance, la formation et/ou la stabilisation de complexes protéiques (chapitre II) [174,
175, 176, 178, 179]. Cependant, |'analyse des différents ligands des complexes considérés au sein
de chaque systéme montre une grande hétérogénéité des charges nettes globales Les

différentes valeurs calculées sont présentées dans le tableau IV-15 :

‘ « Trypsine bovine » 19T | 1D6R 1691 10X1 1SFI 1TAW | 1T6S | 2BTC | 2PTC |
‘ Charge nette globale -2 -5 0 1 1 -3 1 0 6 |
‘ Charge nette de l'interface 1 2 1 1 1 1 1 2 4 |
‘ Charge non compensée 3 1 2 2 2 (o] 2 4 3 |
‘ « Trypsine porcine » 1AVX | 1EJA | 1H9H | ILDT | IMCT | 1TFX | 1TX6 | 1UHB | 1Z7K |
‘ Charge nette globale -10 -3 1 5 1 -3 9 -1 -4 |
‘ Charge nette de l'interface 0 0 2 4 2 3 0 0 -1 |
‘ Charge non compensée 9 2 1 5 5 2 4 2 4 |
‘ « Chymotrypsine bovine » 1ACB | 1CAO0 | 1CBW | 1C6I | 1CHO 16L0 16L1 | 1IN8O |
‘ Charge nette globale 1 -3 6 -1 0 -1 2 1 |
‘ Charge nette de l'interface 3 1 3 -1 2 -2 1 3 |
‘ Charge non compensée 6 1 3 4 3 4 7 4 |

Tableau IV-15 : Analyse des ligand's des trois systémes, en termes de nombre de charges nettes, totales ou a linterface
seulement. Les valeurs inférieures et supérieures sont, respectivement en bleu et en rouge.

Sous I'hypothése que les pK des groupements acido-basiques des acides aminés ne soient pas
significativement modifiés au sein des ligands par rapport a ceux adoptés par ces groupes dans
les acides aminés a I'état libre, les états de charges de ces ligands a pH 7 varient respectivement
de -5 a+6, de -10 a +9 et de -3 a +6 pour les ligands du systeme trypsine bovine, trypsine porcine
et chymotrypsine. Les différents ligands d'une méme cible peuvent donc posséder des états de
charges tres divers. L' analyse de la charge nette globale des résidus des ligands situés a
I'interface avec la cible montre également des variations significatives de +1 a +4, de -1 a +4 et
de -2 a +3 respectivement pour les complexes des systémes « trypsine bovine », « trypsine
porcine » et « chymotrypsine bovine ». Bien que ces variations apparaissent plus faibles que les
variations des états de charge total des ligands, elles peuvent avoir un impact important sur le

potentiel électrostatique engendré a l'interface.

Les potentiels électrostatiques des différents ligands ont donc été comparés deux a deux selon
le protocole décrit dans son intégralité dans l'annexe A.3. L'analyse graphique du potentiel

¢lectrostatique, projeté a la surface de la protéine et dont l'intensité est représentée par un
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code de couleur (potentiels négatifs en rouge, potentiels positifs en bleu), permet une
comparaison semi-quantitative des ligands de chaque systéme. Les figures, ainsi obtenues,
illustrent les similitudes et les différences entre les potentiels électrostatiques de surface des
différents ligands. Sur chacune d'entre-elles, la région correspondant a l'interface avec la cible
est cerclée en noir. La figure IV-16 représente le potentiel électrostatique des 9 ligands du
systeme « trypsine bovine ». Certes, dans la région de l'interface, l'intensité et le signe du
potentiel électrostatique sont similaires pour les 9 ligands ; cependant, pour les régions distantes
du site de liaison avec la cible, les potentiels électrostatiques de surface peuvent présenter des
différences trés importantes. Ainsi, les comparaisons des potentiels de surface des ligands
1TGS/1D6R et 1ITAW/2PTC montrent, pour ses deux ligands, des inversions de signe du potentiel
(partie supérieure droite de la surface, surla figure IV-16). Des observations similaires peuvent
étre faites sur la figure IV-17, représentant les potentiels électrostatiques de surface des
différents ligands du systeme « frypsine porcine ». Les potentiels de surface des régions
interfaces sont tres similaires, a I'exception notable de la structure du ligand du complexe 1Z7K.
Dans d'autres cas, les régions distantes du site d'interaction montrent des potentiels de surface
opposés (1TFX/1TX6, partie supérieure, figure IV-17). Dans le systéme « chymotrypsine », les
structures 1CAO et 1CHO présentent également des différences significatives dans la partie
inférieure droite sur la figure IV-18, alors que les potentiels électrostatiques, dans les régions

des ligands correspondant a l'interface avec la cible, sont similaires.
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1C9T (6) 1b6R (I) 1691 (I)

N

15FI (I) 10X1 (B) 1TAW (B)

1765 (I) 2BTC (I) 2PTC (1)

\ J

Figure IV-16 : Comparaison des potentiels électrostatiques des ligands du systéme « trypsine bovine ». Pour chague
ligand, le numéro de chaine est indigué entre parenthéses. La région de linterface est encerclée en noir. Les potentiels
sont représentés d la surface accessible au solvant des protéines (-5ks T/e, en rouge, d +5ks T/e, en bleu).
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1AVX (B) 1EJA (B) 1H%H (I)

1LDT (L) 1MCT (I) 1TFX (©)

1TX6 (I) 1UHB (P) 1Z7K (B)
. J

Figure IV-17 : Comparaison des potentiels électrostatiques des ligands du systéme « trypsine porcine ». Pour chaque
ligand, le numéro de chaine est indigué entre parenthéses. La région de linterface est encerclée en noir. Les potentiels
sont représentés d la surface accessible au solvant des protéines (-5ks T/e, en rouge, d +5ks T/e, en bleu).
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1ACB (I) 1CBW (D)

1661 (T) 1CHO (I) 16L0 (I)

16L1 (1) 1N8O (I)

. J

Figure IV-18 : Comparaison des potentiels électrostatigues des ligands du systéme « chymotrypsine bovine ». Pour chaque
ligand, le numéro de chaine est indiqué entre parenthéses. La région de linterface est encerclée en noir. Les potentiels
sont représentés d la surface accessible au solvant des protéines (-5ksT/e, en rouge, d +5kzT/e, en bleu).
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Ces observations nous ont incité a comparer, de maniére quantitative, les potentiels
¢lectrostatiques dans la région des ligands correspondant a l'interface avec la cible. Ceci peut
tre réalisé grdce aux indices de similarité de Hodgkin (SI) calculé sur un ensemble restreint de
points englobant l'interface (annexe A.3). Les valeurs des indices de similarité, calculés sur ces
grilles partielles, sont dénommées SI « part ». Les indices, calculés sur |'ensemble des points de
la grille, permettant une comparaison dans toutes les directions de I'espace, sont appelés SI
« all ». Les comparaisons, deux a deux, des grilles de potentiel électrostatique, calculées pour les
ligands du systéme « frypsine bovine » et leur caractérisation par le calcul de l'indice de

similarité de Hodgkin est reporté dans la figure IV-19.
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Figure IV-19 : Histogramme de distribution des indices de similarité de Hodgkin calculés sur lensemble des points des
grilles de potentiel électrostatigue (SI «all », bleu clair) et sur un région restreinte des grilles englobant linterface
avec la cible (SI « part », bleu foncé) pour chaque ligand appartenant au systéme « trypsine bovine ». Les valeurs de SI
s‘échelonnent de -1 a +1 et sont présentées par intervalles de 0,1 unité.

L'histogramme de distribution de ces comparaisons permet de faire plusieurs observations. La
distribution des indices calculés sur I'ensemble des points des grilles de potentiel est centrée sur
une valeur supérieure a 0 (0,43+0,27), indiquant que les potentiels électrostatiques des ligands
présentent, en moyenne, un caractére corrélé. Toutefois, cette distribution est tres large et les
extrema correspondent a des valeurs trés éloignées (de -0,19 a +0,89). Il semble donc que la
largeur de la distribution de ces valeurs reflete la dispersion des charges totales des différents
ligands, soulignée précédemment. L'examen des indices de Hodkgin, calculés pour les différents
ligands de ce systeme sur les régions restreintes des grilles de potentiel englobant l'interface

avec la cible, suggére une distribution centrée sur une valeur plus élevée que les indices ST « all »
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(0,62). De plus, la largeur de la distribution des SI « part » est plus faible que celle observée
précédemment (0,20). Les extrema de la distribution des SI « part » indiquent également une

plus faible dispersion des valeurs (de +0,2 a 1).

L'analyse de la distribution des indices de similarité pour les ligands du systeme « trypsine

porcine », représentée sur la figure IV-20, permet de faire des observations similaires.
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Figure IV-20 : Histogramme de distribution des indices de similarité de Hodgkin calculés sur l'ensemble des points des
grilles de potentiel électrostatigue (SI « all », bleu clair) et sur un région restreinte des grilles englobant linterface
avec la cible (ST « part », bleu foncé) pour chaque ligand appartenant au systéme « trypsine porcine ». Les valeurs de SI
séchelonnent de -1 a +1 et sont présentées par intervalles de 0,1 unité.

La figure IV-20 représente la distribution de SI, calculée pour les 36 comparaisons des
potentiels électrostatiques des ligands du systeme « trypsine porcine ». La distribution des SI
«all » s'avere tres large (écart-type = 0,32) avec une moyenne de 0,15, proche de 0. De
nombreuses valeurs négatives sont observées, indiquant des potentiels électrostatiques anti-
corrélés et, de nombreuses valeurs positives indiquant des potentiels électrostatiques corrélés.
Or, la distribution des SI «part» montre une valeur moyenne positive plus élevée par
comparaison aux SI «all» (0,32), suggérant une corrélation plus importante des potentiels

électrostatiques dans la région d'interaction avec la cible.
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Les distributions des indices de Hodgkin, pour le systéme « chymotrypsine bovine », sont

représentées sur la figure IV-21:
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Figure IV-21: Histogramme de distribution des indices de similarité de Hodgkin calculés sur ensemble des points des
grilles de potentiel électrostatigue (SI «all », bleu clair) et sur un région restreinte des grilles englobant linterface
avec la cible (ST « part », bleu foncé) pour chaque ligand appartenant au systéme « chymotrypsine bovine ». Les valeurs
de SI séchelonnent de -1 d +1 et sont présentées par intervalles de 0,1 unité.

La distribution des SI « part » indique une corrélation plus forte des potentiels électrostatiques
dans les régions des ligands correspondants a l'interface avec la cible. Il faut noter que les
distributions des indices de Hodgkin (SI « all » et « part »), dans le cas des systémes « trypsine
porcine » et « chymotrypsine bovine », ne correspondent pas a une distribution unimodale. Ceci
peut résulter de la taille réduite des échantillons analysés, des approximations réalisées au cours
du calcul du potentiel électrostatique et du mode de sélection des points des grilles
correspondants a la région d'interaction avec la cible. Dans le cas du systéme « chymotrypsine
bovine », le caractére bimodale de la distribution est lié aux valeurs obtenues dans les
comparaison de 2 parmi les 8 ligands: 1CAO et 16LO. Les valeurs de SI, calculées par la
comparaison de ces deux ligands, sont néanmoins proches : ST «all » = 0,50, ST « part » = 0,67.
Cette derniere observation suggere l'existence de plusieurs formes de potentiels
¢lectrostatiques, compatibles avec l'association des ligands a une cible particuliere. Cependant,
une étude de ces similitudes sur un échantillon de complexes de taille plus importante, serait

nécessaire pour valider cette hypotheése.
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La comparaison des caractéristiques électrostatiques des trois séries de complexes permet de
dégager plusieurs observations. Dans plusieurs cas, nous avons montré que les potentiels
électrostatiques, de la région d'interaction avec la cible, sont fortement corrélés malgré une
différence d'état de charge tres importante des ligands dans la région d'interaction. Ainsi,
l'indice de similarité (SI « part») calculé pour le couple 2PTC/1TGS est de 0,63 pour une
différence de charge nette globale de ces deux ligands est de 5. De méme, les couples
1H9H/1EJ A, 1H9H/ILDT, 1H9H/1TFX, 1IETA/IMCT et ILDT/IMCT présentent des valeurs de SI
« part », foutes supérieures a 0,6, pour des différences d'état de charge nette globale de 4. Le
couple 1CBW/1CGI représente un exemple extréme de cette situation (SI « part » = 0,45 pour
une différence d'état de charge globale de 7 et une différence d'état de charge de 4 dans la
région d'interface). Ces différents cas constituent autant d'exemples de I'absence de corrélation
entre charge globale et potentiel électrostatique. De plus, parmi les comparaisons des potentiels
électrostatiques de différents ligands d'une méme cible, effectuées dans le cadre de cette
analyse, nous avons identifié plusieurs cas ol deux ligands possédaient des potentiels
¢lectrostatiques anti-corrélés sur I'ensemble des directions de I'espace, alors qu'une corrélation
était observée dans la région d'interaction avec la cible commune (entre parenthése, les SI
« all » sont a gauche, SI « parts » a droite): ID6R/1TGS (-0,11 ; 0,48), 1D6R/169T (0,19 ; 0,64),
1C9T/2PTC (0,06 ; 0,49), ILDT/ITFX (0,00 ; 0,44), 1H9H/1TX6 (0,19: 0,54), IEJA/1TX6 (-
0,49 ; 0,50), IEJA/ILDT (0,05; 0,50), 1AVX/1TX6 (0,11; 0,52), 1ACB/1C6I (-0,17 ; 0,61). Par
ailleurs, dans les trois systémes considérés, les similarités des potentiels électrostatiques mises
en évidence par la calcul des indices de Hodgkin sont, en moyenne, plus importantes dans la

région d'interaction avec la cible que dans I'ensemble des directions de I'espace.
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IV.2.3 Conclusion

L'étude de plusieurs aspects des propriétés électrostatiques des trois systémes sélectionnés,
permet de tirer des enseignements pour la sélection des plateformes dans le cadre du
développement de ligands protéiques. Plusieurs ligands sont effectivement capables d'interagir
avec une méme cible, malgré des charges nettes globales trés différentes (jusqu'a +7 dans les
cas étudiés). La charge globale des protéines n'est donc pas un critére déterminant pour la
capacité a lier une cible donnée. De plus, pour les trois systémes, le nombre de charges nettes
présentes a l'interface, compensées ou non, sont également susceptibles de varier de maniere
importante. Ce parametre ne peut donc pas €tre retenu comme un critére d'évaluation de la
capacité d'une protéine a interagir avec sa cible. En revanche, la comparaison quantitative des
potentiels électrostatiques des différents ligands a montré que les potentiels de plusieurs
ligands d'une méme cible pouvaient s'avérer non corrélés voir anti-corrélés. Néanmoins, ces
comparaisons ont montré que les potentiels a l'interface avec la cible commune étaient corrélés.
Ce dernier indicateur, peut-€tre retenu comme un critére d'évaluation de la capacité d'une
protéine a interagir avec la cible considérée. Il convient toutefois de souligner que ce critére
doit &tre considéré comme un filtre qui permettra d'augmenter la probabilité d'identifier un
ligand. Mais, I'étude réalisée ne permet pas de conclure de maniere absolue sur la valeur de cet
indice et sur la valeur seuil du ST « part » a considérer pour identifier un ligands. En considérant
un seuil de similarité de potentiel électrostatique minimum, égal a 0,4 pour les trois systemes
analysés (« trypsine bovine », « trypsine porcine » et « chymotrypsine »), les valeurs de SI, a
l'interface supérieures a ce seuil, représentent respectivement: 92%, 50% et 55%.
Comparativement les valeurs de SI, calculées sur la totalité des grilles, supérieures a 0,4

représentent respectivement 66%, 30% et 32%.
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IV.3 Analyse des interactions intermoléculaires ligands / cible

Les structures 3D des complexes protéiques de chacun des trois systémes présentés,
permettent d'analyser les conséquences de la liaison de chaque ligand vis-a-vis de sa cible, en
termes d'interactions ponctuelles : liaisons hydrogéne, ponts salins ou interactions coulombiennes

défavorables, interactions cation-m et m-m.

IV.3.1 Interactions « w-w » et « cation-mw »

Ce type d'interaction peut s'expliquer par la présence préférentielle de certains résidus, dont les
résidus Arg, Trp et Tyr [144], au niveau des interfaces, de part leur aptitude a établir de
interactions multiples (cation-m, m-m, liaisons hydrogene, interactions apolaires). Les critéres
d'attribution de ces différentes interactions sont reportés dans I'annexe B.3. Les résultats sont

présentés dans le tableau IV-22.

| « Trypsine Bovine » 19T | 1ID6R | 169T | 10X1 | 1SFI | 1TAW | 1T6S | 2BTC | 2PTC ‘
| Nb interaction cation- 1 0 1 0 1 0 0 0 2 ‘
| Nb interaction - 0 0 0 0 0 0 0 0 0

| « Trypsine Porcine » 1AVX | 1EJA 1H9H 1LDT IMCT 1TFX 1TX6 1UHB 1Z7K

|
|
| Nb interaction cation-m 1 1 1 1 1 0 0 0 0 ‘
| Nb interaction m- w 0 1 0 0 0 0 0 0 0 ‘
|
|
|

| <« Chymofrypsine bovine » 1ACB 1CAO 1CBW 1c61 1CHO 16L0 16L1 1N8O

| Nb interaction cation-m 1 0 1 2 1 0 1 1
| Nb interaction m- m 0 0 0 0 0 0 0 0

Tableau IV-22 : Interactions m-m et cation-m identifiées dans les complexes des trois systémes étudiés.

L'analyse des différents systemes donne des résultats conformes a ce qui a été décrit au
chapitre II. Ces interactions, impliquant un résidu aromatique, sont peu fréquentes au niveau des
interfaces protéiques, hotamment concernant les interactions m-m : sur I'ensemble des complexes
analysés, une seule interaction de ce type a été observée (complexe 1D6R). D'autre part, 65%
des complexes présentent au moins une interaction cation-r, toutes impliquant un résidu chargé
positivement, appartenant au ligand. Cependant, ces interactions ponctuelles ne sont pas
systématiquement observées pour les différents ligands d'une méme cible, et constituent donc un

élément spécifique d'une interaction donnée.
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IV.3.2 Interactions coulombiennes

Nous avons vu précédemment, que des propriétés communes des différents ligands d'une méme
cible, pouvaient €tre mises en évidence par le calcul d'indices de similarité des potentiels
¢lectrostatiques, dans la région d'interaction avec la cible. Ces similarités ne sont pas uniquement
dues a la présence de groupements portant des charges nettes a cette interface, mais refletent
I'ensemble de la distribution de charges du ligand considéré. Cependant, ces groupements,
portant des charges nettes, peuvent &tre engagés dans des interactions intermoléculaires
impliquant des groupement, de la cible, portant une charge nette de signe opposé (pont salin) ou
de méme signe (interaction coulombienne répulsive). Ces différentes interactions sont

présentées dans le tableau IV-23.

‘ « Trypsine bovine » 1¢9T | 1D6R 1691 10X1 1SFI | 1ITAW | 1T6S | 2BTC | 2PTC |
‘ Ponts salins 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
‘ Charge +/- (du ligand) 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 |
‘ Interaction répulsive 0 0 0 0 0 0 0 1 0 |
‘ « Trypsine porcine » 1AVX | 1EJA | 1H9H | ILDT | IMCT | 1TFX 1TX6 | 1UHB | 1Z7K |
‘ Ponts salins 1 3 1 1 1 1 2 2 1 |
‘ Charge +/- (du ligand) 1/0 1/2 1/0 1/0 1/0 1/0 1/1 1/1 1/0 |
‘ Interaction répulsive 0 0 0 1 0 0 0 0 0 |
‘ « Chymotrypsine bovine » 1ACB | 1CAO0 | 1CBW | 1cC6I | 1CHO 16L0 16L1 | 1IN8O |
‘ Ponts salins 0 0 0 1 1 0 0 0 |
‘ Charge +/- (du ligand) 0/0 0/0 0/0 0/1 1/0 0/0 0/0 0/0 |
‘ Interaction répulsive 0 0 0 0 0 0 0 0 |

Tableau IV-23 : Analyses des interactions coulombiennes dans les trois systémes considérés. Dans le cas de ponts salins,
est indiguée, la nature de la charge impliguée dans le pont salin, coté ligand.

Pour le systeme « trypsine bovine », un seul pont salin est observé, correspondant dans chaque
cas, a l'interaction d'un résidu basique du ligand avec le résidu Asp 171 de la trypsine, soulignant
I'importance de cette interaction avec la cible. Il a effectivement été montré que la suppression
de cette charge positive du résidu Lys 15 en interaction avec le résidu Asp 171, pour l'interaction

BPTI-trypsine bovine, engendrait une perte d'affinité, d'un facteur 200 [143].

Dans le cas du systéme « trypsine porcine », le résidu Asp 171, de fagon similaire au systéme
précédent, réalise un pont salin avec un résidu basique de chacun des ligands. Cependant, d'autres
ponts salins sont également observés. Les structures 1TX6 et 1UHB présentent deux ponts salins
intermoléculaires, I'un impliquant un résidu du ligand chargé positivement et l'autre un résidu

chargé négativement. Dans le complexe 1EJA, trois ponts salins ont été identifiés. Pour deux
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d'entre eux, les résidus (du ligand) impliqués portent une charge négative alors que le troisieme

de ces ponts implique un résidu portant une charge positive.

Enfin, concernant les complexes du systéme « chymotrypsine bovine », la plupart des complexes
ne présentent aucun pont salin, a I'exception des complexes 1CGI et 1CHO. Toutefois, leur nature

différe, I'un impliquant une charge négative (1CGI), I'autre une charge positive (1CHO) du ligand.

Par ailleurs, la présence d'interactions électrostatiques répulsives s'avere relativement rare pour
I'ensemble des systémes. En utilisant un critére de distance minimale de 6 A, seules deux
interactions répulsives ont été observées : structure 2BTC entre les résidus Arg 501 (ligand) et
Lys 202 (cible) distantes de 5,6 A, structure 1LDT entre les résidus Lys 11 (ligand) et Lys 43
(cible) distants de 4,96 A du résidu Lys 43.

Les observations faites suggérent qu'il n'existe aucune contrainte stricte quant a la conservation
du nombre et du type de pont salin. D'autre part, la présence de charges ponctuelles peut avoir
des conséquences défavorables, lorsque une charge ponctuelle a l'interface (donc peu accessible
au solvant) n'est pas compensée ou lorsque deux charges de méme signe sont a proximité. Dans ce
dernier cas, méme si le colt énergétique d'une telle proximité est difficile a estimer, compte
tenu du bilan de solvatation/désolvatation des charges, la composante coulombienne de
I'interaction est susceptible d'apporter une contribution défavorable a la liaison. L'analyse des
proximités spatiales de résidus, portant des charges de méme signe, révéle que cette situation
est toutefois trés peu fréquente (avec un seuil de 6 A). Le nombre réduit de complexes analysés
et la faible diversité des fonctions de protéines considérées ne permet pas de conclure a la

généralité de cette situation dans les complexe protéines protéines.
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IV.3.3 Liaisons hydrogéne

Les liaisons hydrogéne, établies a l'interface, ont été analysées et regroupées en différentes
catégories : nombre total de liaisons, hombre de résidus accepteurs et de résidus donneurs (du
ligand) et densité de liaisons hydrogene (pour 100 A?2). Les résultats sont présentés dans le

tableau IV-24.

‘ « Trypsine bovine » 19T 1D6R 1691 10X1 1SFI 1TAW 1T6S 2BTC 2PTC
‘ Liaisons hydrogene 6 9 9 7 11 6 10 7 10

\ Donneur/accepteur 2/3 5/3 5/3 4/3 6/5 2/3 4/4 3/3 5/5
\ Densité de liaison H 0,6 10 1,0 0,9 13 0,7 09 0,7 1,1

\ « Trypsine porcine » 1AVX | 1EJA | 1H9H | ILDT | IMCT | 1TFX | 1TX6 | 1UHB | 1Z7K
‘ Liaisons hydrogene 8 10 8 6 5 6 7 6 11

\ Donneur/accepteur 2/7 3/3 3/4 3/2 3/1 2/3 3/3 2/4 3/8
\ Densité de liaison H 0,8 09 0,8 0,7 05 0,7 0,6 08 1,0

\ « Chymotrypsine bovine » 1ACB | 1CA0 | 1CBW | 1C6I | 1CHO | 16L0 | 16L1 | IN8O

‘ Liaisons hydrogéne 9 8 7 1 6 6 8 8

\ Donneur/accepteur 5/4 | 3/2 2/2 5/4 | 2/3 3/2 5/2 | 4/3

‘ Densité de liaison H 10 10 08 09 07 05 0,8 0,8

Tableau IV-24 : Paramétres globaux analysés pour chaque ligand appartenant aux trois systémes étudiés.

Pour I'ensemble des systémes, le nombre de liaison hydrogéne varie de maniére significative : de
6 a 11 pour les complexes de la trypsine bovine et de la chymotrypsine et de 5 a 11 pour les
complexes de la trypsine porcine. Cependant, la surface du ligand, en contact avec la cible, peut
présenter des variations non négligeables (tableau IV-10). Pour tenir compte de cette variation
dans l'analyse des liaisons hydrogene, il a été proposé de calculer la densité superficielle de
liaisons hydrogéne en calculant le nombre de ces interaction pour 100 A2 dinterface. Pour les
trois systémes étudiés, les valeurs de densité de liaisons hydrogene sont comprises entre 0,6 et
1,3 pour le systeme « trypsine bovine », entre 0,5 et 1,0 pour le systéeme « trypsine porcine » et
entre 0,5 et 1,0 pour le systeme « chymotrypsine bovine ». La variabilité de ce parametre, dans

ces trois cas, semble donc relativement importante.

Nous avons également analysé les groupements, de chaque cible, impliqués dans les liaisons
hydrogéne intermoléculaires avec les différents ligands. Ceux-ci sont représentés dans les
tableaux IV-25, IV-26 et IV-27 pour les trois systemes, « trypsine bovine », « trypsine
porcine » et « chymotrypsine bovine » respectivement. Dans chacun d'eux, les liaisons hydrogene

impliquant des groupements des chdines principale (MC) ou latérale (SC) du résidu de la protéine

- 146 -



cible sont différenciées. Les groupements présents a l'interface de la cible et impliqués dans des
ponts salins intermoléculaires avec le ligand sont également reportés dans ces tableaux. Nos
résultats suggerent que certains groupements de la cible sont systématiquement impliqués. Ainsi,
dans les systemes « tryspsine bovine » et « trysine porcine », les résidus 6175, S177, S192 et
6194 de la cible forment une liaison hydrogene, par l'intermédiaire d'un groupement de la chdine
principale. Dans le systéme « chymotrypsine bovine », la participation des résidus F24, G193,
5195 et G216 dans la formation de liaison hydrogéne avec des groupements de la chdine
principale, se révele systématique. Toutefois, pour l'ensemble des systemes, de nombreuses
liaisons hydrogene, impliquant des groupements des chaines principale et latérale, varient d'un
complexe a l'autre. Malgré la faible taille des échantillons analysés, les comparaisons des
complexes indiquent que les liaisons hydrogenes, établies lors de linteraction des différents
ligands avec une méme cible, ne sont conservées ni en nature (chdines latérale ou principale,

groupements accepteur et donneur), ni en nombre.
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Tableaux IV-25, 26 et 27 : Description des différentes interactions (ponts salins et liaisons hydrogéne), impliguées dans
la formation de chague complexe de chacun des trois systémes analysés. Les résidus indigués sont ceux de la cible
considérée (trypsine bovine, trypsine porcine et chymotrypsine bovine).
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IV.3.4 Conclusion

L'analyse des interactions ponctuelles, mises en jeu au sein des complexes de chaque systeme,
nous a permis de faire des observations quant a la relation entre la capacité des différents
ligands a s'associer a la cible commune et la reproduction d'interaction ponctuelles entre les deux
partenaires. Bien que notre échantillon présente une taille faible et une diversité de cibles peu
importante, nos résultats démontrent que ces différents ligands ne reproduisent pas les mémes
interactions ponctuelles (m-m, cation-m, ponts salins, liaisons hydrogene). A contrario, des
combinaisons variées d'interactions ponctuelles peuvent concourir a la formation d'un complexe
avec une cible déterminée. D'autre part, les exemples analysés suggérent que les fluctuations du
nombre d'interactions des différents types au sein des ligands de chaque systeme sont
comparables aux observations faites lors de la comparaison de ligands sélectionnés
indépendamment ou nhon de leur fonction [52, 131, 139, 138,159]. Il est a noter que la taille des
échantillons et la faible diversité des cibles considérées peuvent €tre a l'origine de la difficulté a
conclure sur la spécificité, du hombre et du type d'interaction, pour une cible donnée. Cet aspect
pourrait faire l'objet d'études ultérieures tirant partie de l'accroissement du nombre de

complexes protéiques présents dans la PDB (annexe A.2)

L'étude réalisée révele que le nombre des interactions ponctuelles et les groupements impliqués
au niveau de la cible, ne sont conservés pour les différents ligands. La sélection des plateforme,
dans l'approche de conception de ligands proposée, ne peut donc se fonder sur la reproduction
d'interactions ponctuelles particulieres, observées dans le compelxe de référence. D'autres
criteres semblent néanmoins plus pertinents. Le premier concerne la complémentarité des
surfaces des partenaires en interaction, conduisant ainsi a I'absence de recouvrement stérique
entre eux. Le second correspond d des aspects électrostatiques. Il a effectivement été
démontré que, malgré une variabilité du potentiel global généré par les divers ligands, les
potentiels électrostatiques dans la région interface présentaient des similarités. Cette similitude
reflete les résultats de nombreux travaux consacrés au réle du potentiel électrostatique dans
I'association protéine-protéine [178, 179, 183]. Dans le cadre de la conception de ligands
protéiques, la recherche des plateformes présentant un potentiel électrostatique a l'interface
similaire a celui du ligand de référence permettrait d'accroitre la probabilité d'identifier des

plateformes, susceptibles de lier effectivement la cible considérée.
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Chapitre V : A la recherche de plateformes protéiques

« Une condition essentielle de I'hypothése (scientifigue) c'est quelle soit aussi probable que possible »
(C. Bernard)
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L'approche proposée, décrite dans le chapitre III, a été appliquée au systéme BgK-Kv1.2. Le
motif de liaison F6/523/K25/Y26, identifié a partir de « l'alanine scanning » de la BgK, a été
utilisé pour rechercher toutes les structures 3D possédant un motif de résidu de topologie

équivalent.

Les solutions, obtenues a l'issue de cette recherche, ont ensuite été filtrées, selon des critéres
stériques et électrostatiques, présentés dans le chapitre III. Les structures 3D résultantes,
alors dénommées « plateformes structurales », sont aptes a présenter le motif de liaison

F6/523/K25/Y26, dans sa topologie fonctionnelle.

Le nombre de plateformes protéiques est dépendant des paramétres utilisés lors de la
recherche. Or, notre approche est limitée par des contraintes expérimentales, liées a la
production et a la caractérisation de ces plateformes. Le nombre initial de solutions doit, de ce
fait, étre limité. L'étude des critéres de recherche s'avére donc essentielle afin de contrdler ce

nombre, tout en conservant les solutions topologiquement correctes.

Dans ce chapitre, nous analyserons les différents criteres de recherche et leur impact sur le
nombre et les caractéristiques des solutions identifiées. Puis, nous détaillerons un exemple de
recherche de plateformes protéiques appliqué au systéme de référence, pour un jeu de
paramétres donné. Enfin, les différentes plateformes protéiques congues au cours de cette

thése seront décrites.
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V.1 Influence des parameétres de recherche

Chaque recherche effectuée aboutit a I'identification de N motifs dont la topologie est similaire
a celle du motif de référence. Ces derniers sont portés par N' structures 3D, identiques ou non,
celles-ci appartenant a N fichiers PDB. L'analyse de ces trois parameétres (N, N' et N,
représentés sur la figure V-1), permet d'estimer linfluence des critéres de recherche: 1)
taille_MAX, 2) taille du motif, 3) RMSD_MAX et Ad_MAX et 4) %R_MAX (présentés dans le
Chapitre III).

Fichier : 1RLP.pdb Structure : n° 01 Motifs :
16 structures RMN RMSD le plus faible L48/F10/R31/L.32
518/A45/X55/x54
D23/V35/A45/L44
L N Nombre de fichiers N’ Nombre de structures N Nombre de motifs
v,

Figure V-1 : Le programme STAMP identifie des motifs de topologie équivalente a celle du motif de référence. Le nombre
N correspond au nombre de motifs identifiés, portés par N’ structures protéiques de N” fichiers PDB. Le ratio N/N’ est
égal au nombre de motifs moyen par structure. Le ratio N/N” est égal au nombre moyen de structures par fichier. A
gauche, les différents conforméres présents dans le fichier IRLP [253] sont représentés en mode « line ». Au milieu, le
conformére n°l (en bleu) est représenté en mode « ribbon ». Le motif (en bleu foncé) est représenté en mode « stick ». A
droite, plusieurs motifs, représentés en mode « stick », sont portés par les conformeres n°l, 3 et 8 (en bleu, rouge et
vert respectivement), représentés en mode « ribbon ».

- 155-



V.1.1 Influence de la taille des structures

La taille des structures est limitée par la nature des objets recherchés (mini-protéines,
inférieures a 100 résidus) d'une part, et par la méthode de synthése envisagée d'autre part
(présentée dans le chapitre VI). Plusieurs recherches ont été effectuées, pour des tailles

maximales comprises entre 50 et 110 résidus. Les résultats sont présentés dans le tableau

suivant V-2 :

Taille des plateformes (en nombre de résidus) 50 70 90 110
Nombre de fichiers pdb (N”) 51 131 267 428
Nombre de structures 3D (N') 98 328 741 1286
Nombre de motifs topologigues (N) 100 333 772 1357

Figure V-2 : Evolution du nombre de solutions en fonction de la taille des
protéines recherchées. Les autres paramétres sont: motif a 8 atomes,
RMSD_MAX : 1,0 A, Ad_MAX : 1,0 A, pas de filtre stérigue. x 4

)\

Plusieurs observations peuvent étre faites :

1) Le nombre de fichiers N" et le nombre de structures N' différent, ce qui s'explique
notamment par la présence de conformeres multiples parmi les structures résolues par RMN.

2) Le nombre de structures est peu différent du nombre de motifs, ce qui signifie qu'en moyenne
chaque structure ne présente qu'un seul et unique motif.

3) En revanche, lorsque la valeur de ce paramétre augmente, le nombre de motifs identifiés par
structure augmente également. L'augmentation de la taille des protéines accroit la probabilité
d'identifier des motifs multiples au sein d'une méme structure 3D. En raison du femps nécessaire
a la synthése chimique des plateformes, nous avons fixé, dans un premier temps, a 70 résidus, la
taille maximale de mini-protéines synthétisées. Toutefois, la variation du nombre de solutions
étant faible (facteur 4) pour un critere de taille variant de 70 a 110 résidus, ce dernier pourrait

€tre augmenté pour des recherches ultérieures.
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V.1.2 Influence de la taille du motif

Le motif de référence, composé de 4 résidus (F6/523/K25/Y26) est représenté par 4 paires
(Ca; CP), soit 8 atomes. Plusieurs recherches ont été effectuées pour des motifs contenant de 3
résidus (F6/K25/Y26) a 5 résidus (F6/H13/523/K25/Y26), soit de 6 a 10 atomes (une paire Ca ;

Cp pour chaque). Les résultats sont synthétisés dans le tableau V-3 :

Taille du motif (en nombre de résidus) 5 4 3
Nombre de fichiers pdb (N") 35 861 2700
Nombre de structures 3D (N) 79 4941 25348
Nombre de motifs topologigues (N) 79 6476 349864

Tableau V-3 : Evolution du nombre de solutions en fonction du nombre datomes du motif de référence. Les autres
paramétres sont : taille_MAX : 70 résidus, RMSD_MAX : 1.0 A4, Ad MAX : 1.0 A4, pas de filtre stérigue.

Lorsque la taille du motif diminue, de 5 a 3 résidus :

1) Le nombre de structures par fichier augmente, de 2 a 9. Le parameétre taille_MAX étant fixé
a 70 résidus, cet accroissement ne peut &tre expliqué par la présence de conforméres ou de
structures multiples au sein des fichiers, mais uniquement par l'identification d'un nombre de
solutions supplémentaires.

2) Le nombre de motif par structure varie de 1 a 14, témoignant d'une importante
dégénérescence des solutions. L'accroissement du nombre de solutions est particulierement
important en dessous de 4 résidus. Les étapes de sélection s'averent alors relativement longues,
mais demeurent réalisables.

3) Enfin, le nombre de fichiers de structure, pour un motif de 3 résidus, correspond
approximativement a 40% (2700 fichiers sur 7000) de I'ensemble des fichiers contenant, au
minimum, une protéine de moins de 70 résidus. Cette fraction importante révele la
dégénérescence des solutions pour un motif de taille inférieure a 4 résidus.

Le nombre de solutions peut, en outre, &tre modulé par le choix du type de résidu recherché. Par
exemple, le choix de motifs incluant un résidu Gly, ne possédant pas Cp, entraine une diminution
de la taille du motif, de 8 a 7 atomes. Le fait d'imposer un type particulier de résidu, Gly en
I'occurrence, entraine une diminution importante du nombre de solutions : de 36237 a 2626 sites
identifiés. Toutefois, plusieurs tests préliminaires ont montré que le nhombre d'atomes et le type
de résidu ne sont pas les seuls parameétres a considérer. La topologie spécifique des atomes du
motif joue également un réle important. Compte-tenu des ces résultats, la taille du motif de
recherche sera limité a 4 résidus, incluant la possibilité qu'un résidu Gly soit présent. Les motifs

utilisés pour la recherche par STAMP sont schématisés sur la figure V-4.
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Motifs & 8 atomes : Motifs & 7 atomes : Motifs & 7 atomes :
(vecteurs Ca-Cp) ) (vecteurs Ca-Cp / Ca) J L (Résidu imposé) )
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Figure V-4 : Représentation schématigue des motifs atomigues pouvant étre utilisés pour la recherche de plateformes.
Les motifs a 3 résidus étant trop peu restrictifs, et ceux a 5 résidus [€tant trop, seuls des motifs a 4 résidus seront
utilisés.
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V.1.3 Influence du RMSD MAX

L'utilisation du RMSD, comme critére de sélection, est nécessaire afin de contrdler I'écart & la

topologie du motif de référence. D'aprés la littérature, deux structures peuvent E&tre

considérées comme similaires lorsque la valeur du RMSD, calculée via la superposition de leurs

.

)

Ser 23

Lys 25

1BGK .pdb
15 structures RMN

7

Figure V-5 : Superposition des 15 conformations RMN de /a
BgK [200] sur le premier conformére (couleur noir) du fichier
PDB. La superposition a €té effectuée par les atomes Ca. Les
structures sont représentées en mode « line ».

atomes Ca, est inférieure & 2 A. Au deld
de cette valeur seuil, diverses solutions
présentant des topologies
significativement différentes peuvent
étre conservées. D'autre part, les
structures de protéines sont sujettes a
une variabilité structurale, pouvant étre
attribuée a leur flexibilité intrinséque ou
a différents facteurs extrinseques liés
aux méthodes de résolution de structure.
A ftitre d'exemple, la superposition des
différents conformeéres de la BgK, issue
de l'analyse RMN, illustrée sur la figure
V-5, fournit des valeurs de RMSD
s'échelonnant de 0,14 4 0,64 A, indiquées
dans le tableau V-5bis.

N° du conformere 1 2 3

| RMSD chaine principale (en A) | 0,00 | 0,44 | 0,62

Tableau V-5bis : Valeurs du
4 5 ‘ RMSD, calculé aprés
014 | 043 ‘ superposition des différents

conforméres de la BgK sur la

| RMSD motif (en A) 000 029 038 013 032 premicre conformation du
‘ N° conformére 6 7 8 9 10 ‘ ?’ac/vier PDB, via leurs atomes
| RMSD chaine principale (en A) | 056 | 041 | 044 | 026 | 045 |

| RMSD motif (en A) 025 021 | 027 038 033 |

| N° conformére 11 | 12 | 13 | 14 | 15 |

| RMSD chaine principale (en A) | 064 | 0,48 | 0,48 042 | 059 |

| RMSD motif (en A) 048 038 038 054 039 |

Nous avons donc considéré, la valeur de 0,64 A, comme une limite en dessous de laquelle les

différences ne peuvent &tre considérées comme significatives. Pour ces raisons, le critere

RMSD_MAX doit &tre compris dans l'intervalle 0,7-2,0 A. Les résultats de plusieurs recherches,

effectuées dans cet intervalle, sont présentés dans le tableau V-6 :
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RMSD_MAX (en A) 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75

Nombre de fichiers pdb (N") 170 861 1200 1291 1298
Nombre de structures 3D (N) 558 4941 8058 8838 8915
Nombre de motifs topologigues (N) 580 6476 13937 16230 16468

Tableau V-6 : Evolution du nombre de solutions en
fonction du critére RMSD_MAX. Les autres paramétres

sont : motif d 8 atomes, 70 résidus, Ad_MAX : 1.5 A, pas

de filtre stérigue. = cste

La variation du parametre RMSD_MAX aboutit aux observations suivantes :

1) Le nombre de structures identifiées par fichier est relativement constant (26-7) pour des
valeurs de RMSD_MAX supérieures ou égales a 1 A.

2) Le nombre de sites identifiés par structure augmente modérément avec I'augmentation du
RMSD_MAX : de 1,30 a 1,85 sites (en moyenne) pour des valeurs de RMSD maximum allant de 1 A
41,75 A. En considérant la valeur seuil supérieur, égale & 2 A, le hombre de sites topologiques
similaires ne dépasse pas 2. Le risque d'avoir plusieurs sites de liaison, fonctionnels (possédant
des résidus identiques ou homologues au motif de référence), par protéine appardit, dés lors,
négligeable.

3) Le nombre de solution varie peu lorsque la valeur du RMSD_MAX dépasse la valeur du
Ad_MAX. La valeur du RMSD est un parametre global, qui tient compte de la topologie globale du
motif, mais demeure néanmoins lié au paramétre d'incertitude sur les distances. Plus l'incertitude
tolérée est grande et plus la valeur du RMSD le sera aussi. Inversement, si la contrainte sur les
distances est forte (écart faible sur les distances), alors les motifs identifiés présenteront

nécessairement un RMSD faible.

Il appardit que, utilisée seule, la valeur du paramétre RMSD_MAX n'est pas suffisamment
contraignante dans le cas de recherche de motif a 4 résidus : d'une part, le nombre total de sites
ainsi que le nombre de sites par structure varient modérément. D'autre part, pour une valeur de
RMSD_MAX donnée, le nombre total de sites est conditionné par la valeur de contrainte sur les
distances. De ce fait, nous pourrons librement faire varier ce parameétre, dans l'intervalle

précédemment justifié.
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V.1.4 Influence du Ad MAX

Les recherches ont été effectuées en faisant varier la contrainte de distance de 1 & 2 A, tout en

maintenant les autres parametres constants. Les résultats sont présentés dans le tableau V-7 :

Ad_MAX 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
Nombre de fichiers pdb (N”) 131 428 861 1247 1603
Nombre de structures 3D (N') 328 1752 4941 8462 12239
Nombre de motifs topologigues (N) 333 2018 6476 14559 | 27574

Tableau V-7 : Evolution du nombre de solutions en
fonction du Ad_MAX. Les autres paramétres sont :
motif é 8 atomes, 70 résidus, RMSD_MAX :1.0 A, pas

de filtre stérigue. E

1) Lorsque le critére Ad_MAX est augmenté, le nombre de solutions croit de fagon importante.
De1a2 A, le nombre de motifs est multiplié par un facteur 80.

2) Toutefois, malgré cette accroissement important, le nombre moyen de motifs par structure
(entre 1 et 2 A) varie de 1 a 2,3. La probabilité d'avoir plusieurs sites fonctionnels par structure
reste relativement faible.

3) Enfin, bien que la valeur Ad_MAX dépasse la valeur du RMSD_MAX (égale a 1,04), le nombre
de solutions s'accroit. Le choix du critére d'incertitude sur les distances s'avére donc trés
important : lorsque celui-ci est supérieur a la valeur du RMSD_MAX, ce dernier ne permet plus
d'éliminer I'ensemble des solutions dont la topologie est incorrecte. Ce cas est schématisé sur la
figure V-8, A. Pour ces raisons, de fagon a conserver la fopologie d'un motif de vecteurs (Ca-Cp),
le critére Ad_MAX doit étre limité. La distance moyenne des liaisons C-C, estimée a 1,54 A.
Donc, lorsque la valeur du Ad_MAX dépasse cette valeur, certains vecteurs Ca-Cp des motifs
solutions peuvent alors &tre anti-colinéaires avec les vecteurs correspondant du motif de
référence, comme le montre la figure V-8, B. Au-deld de 1,5 A, les recherches par STAMP
identifient des solutions de tfopologie incorrecte, qui ne peuvent &tre éliminées de fagon
systématique par le critere RMSD_MAX. Pour ces raisons, les critéeres (RMSD_MAX / Ad_MAX)
ont été choisis en respectant les contraintes suivantes: la valeur du RMSD_MAX doit étre

inférieure ou égale & la valeur Ad_MAX : la valeur ne du Ad_MAX ne doit pas dépasser 1,5 A.
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Figure V-8 : Partie A, exemple de recherche de motif par STAMP. Pour une valeur seuil de RMSD faible, mais
dincertitude sur les distances élevée, le motif sera sélectionné par STAMP malgré une topologie incorrecte. Partie B,
leffet de lincertitude sur les distances dépassant I, 54 quant a lorientation relative des chaines latérales du motif de
référence et des motifs solution.
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V.1.5 Influence du filtre stérique

L'utilisation du filtre stérique a été étalonnée avant toute utilisation. La détermination d'un seuil
minimum a été effectuée par l'observation, via I'utilisation d'un logiciel de visualisation graphique,
de structures 3D d'un ensemble de solutions en interaction avec le canal Kvl.1. Aucun
recouvrement de chdines principales n'‘a été observé pour une valeur de R%_MAX inférieure a

2%, constituant une valeur limite inférieure. L'influence de ce critére est représentée dans le

tableau V-9 :

Filtre stérique (en % de recouvrement) Sans 2% 3% 4%
Nombre de fichiers pdb (N") 508 83 150 233
Nombre de structures 3D (N) 2402 249 467 889
Nombre de motifs topologigues (N) 2735 256 478 932

Tableau V-9 : Evolution du nombre de solutions avec ou sans
utilisation du filtre stérigue. Les autres paramétres sont : motif a 8
atomes, 70 résidus, Ad_MAX : 1,04, RMSD_MAX :1,04.

L'utilisation du filtre stérique n'a aucune influence sur le nombre moyen de motifs par structure
ni sur le nombre de structures/conforméres par fichiers. Cette observation rend compte du fait
que l'utilisation du filtre stérique n'influence, ni la topologie du motif, ni le calcul des distances.
Seuls sont éliminés les motifs, dont la structure qui le porte est inadéquate pour l'interaction
avec la cible. D'aprés nos résultats, l'application de ce filtre est trés restrictive quant au nombre
de solutions conservées : un %R_MAX de 2% (comparativement a I'absence de filtre) entraine
une diminution d'un facteur 10 du nombre total de motifs identifiés. Par ailleurs, I'examen visuel
des solutions conservées montre, pour des valeurs de 4%, des recouvrements importants
d'atomes des chdines principales. Cette valeur représente donc une limite supérieure pour

I'utilisation de ce critére.
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V.1.6 Conclusion : choix des parameétres de recherche

A partir des résultats précédents, nous avons déterminé, pour chacun des parameétres du
programme STAMP, un intervalle optimal pour la recherche de motifs topologiques équivalents au
motif de référence :

*  RMSD_MAX compris entre 0,75 et 2,00 A (mais inférieur au critére Ad_MAX) ;

« Ad_MAX compris entre 0,75 et 1,50 A:

* taille des protéines de 70 résidus (dépend de |'étape de synthése) ;

« motif de 4 résidus (soit 7 ou 8 atomes) ;

e« %R_MAX inférieur a 4%.
Le choix des parametres de recherche permet de contrdler, approximativement, le nhombre de
plateformes identifiées a la fin de l'approche, comme le montre la figure V-10. Ainsi, les

contraintes liées a I'expérimentation, peuvent tre estimées avant toute recherche.

Lible du Fgand Motif de lioison du
de référesce ligand de réfirence || 2dp e hicrines
{eoordenndes [x.y,z]) {coordennées x,y,z]) STAMP
1 | ( Y
.............................. | S .
cecherche ‘odi : Parametres
chere I'°p° 0gique < de recherche:
: Filtre stérique Taille_MAX
) LA e SN | | Nombre de résiaus
Ad MAX
| RMSD_MAX
| Filtre stérigue
Etapes de sélection .\ /
i
1
| Controle du
v nombre de
Nombro do solutions
plateformes solutions

Figure V-10 : Notre approche de conception de ligands. Le choix des paramétres de recherche détermine le nombre de
plateformes structurales aptes d porter le motif de liaison dans une topologie similaire d celle du ligand de référence.
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V.2 Identification des plateformes protéiques

La partie suivante présentera un exemple de recherche effectuée au cours de cette these. Les

résultats obtenus, d chaque étape, seront détaillés.

V.2.1 Recherche de motifs topologiques

Pour un motif de référence de 4 résidus (F6/523/K25/Y26), la recherche de motifs
topologiques similaires, incluant au plus un seul résidu glycine, nécessite 5 cycles de recherche,
représentée sur la figure V-11. Ceci est lié a la version actuelle du programme STAMP, ne

permettant pas la détermination de la position d'un atome Cp théorique pour les résidus Gly.

Motifs 4 8 atomes: R Motifs a 7 atomes :
L {vecteurs Ca-Cp) (résidu imposé)
( Fé ~N ﬁ‘..........,“‘ \ ( \

F6—66 Fé
. Position 1 I .’g Pasition 2 I

.............

v26 ch K25 K25
V26 ves
ﬁ [ | ': ............... ..:
S : H
ca 523 -
(&D JRE) )
\

5 recherches : /V Position 3 /V Position 1

‘1 recherche a 8 atomes

KZ5—>€25‘
4 recherches a 7 atomes,

: i yes
une recherche par position . >
(un résidu Gly maximum) | o
) \ ............

Figure V-11: Motifs de référence pour une recherche par STAMP, soit sans résidus glycine (motif a 8 atomes) soit en
incluant au maximum un résidu glycine aux positions 1, 2 3 ou 4 (motif @ 7 atomes). Les motifs sont représentés sous
formes de vecteurs lorsque les atomes Ca et (3 sont considérés, ou sous forme de point lorsque seul le Ca est considéré.

oooooooooooooo

Une premiére recherche est effectuée a partir du motif complet, comprenant 8 atomes, au quel
cas aucun résidu glycine ne pourra €tre présent parmi les motifs solutions. Quatre autres
recherches seront nécessaires, selon la position autorisée pour le résidu glycine. Pour chacune de
ces recherches, le motif est successivement réduit a 7 atomes par la suppression d'un atome Cp

a la position souhaitée, en imposant un résidu Gly a la méme position (représenté dans les
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tableaux par F6—6(Ca) pour la position 1). Les résultats obtenus pour ces cing recherches sont
présentés dans le tableau V-12, en utilisant les paramétres suivant :

RMSD_MAX : 1,04 / Ad_MAX : 1,34 / taille_MAX : 70 résidus / %R_MAX : 2%

Recherche | F6—6(Ca) || S23—6(Ca) || K25-6(Ca) || Y266(Ca) || FSKY |  Total
Nombre de motifs | 1302 H 2717 H 456 H 1080 H 2735‘ 8291
solutions (N)

Aprés application

97 361 60 113 256 | 887
au filtre stérigue

Tableau V-12 : Résultats des cing recherches. FSKY correspond a la prise en compte des 8 atomes du motif, F6—&(Ca)
correspond a la recherche de motifs possédant une glycine en position 1, S23—6&(Ca) une glycine en position 2,
K25-6(Ca) une glycine en position 3, Y26—6(Ca) une glycine en position 4. Le % de solutions identifiées est indiguée
dans la derniére colonne en cyan.

Selon le motif utilisé, le nombre de solutions est relativement variable, quand bien méme le
nombre d'atomes et de résidus est identique. Cette observation corrobore I'affirmation

précédente, selon laquelle la topologie spécifique du motif de référence utilisée influe sur le

nombre de solutions.

La recherche de motifs topologiques similaires au motif de référence conduit a l'identification
finale de 8291 solutions. Ce nombre important peut &tre expliqué par différentes raisons: 1)
aucune sélection des structures 3D adéquates n'a encore été effectuée a cette étape, 2) la
recherche n'est réalisée qu'avec seulement 7 ou 8 contraintes de distances, 3) les différents
motifs sont des combinaisons de résidus divers parmi les 20 résidus naturels (avec, au plus, un
seul résidu Gly), 4) enfin, la recherche est réalisée indifféremment de la localisation des sites, a
l'intérieur ou a la surface, des structures protéiques qui les portent. L'utilisation du filtre
stérique permet de remédier a cette derniere limitation. Parmi le grand nombre de solutions,
seules les structures permettant un positionnement correct du motif au niveau du site de liaison
du canal Kv1.2 sont conservées, ce qui implique, de fagon implicite, que le motif soit positionné en
surface. L'application de ce filtre méne a I'élimination de 90% des solutions. A partir de 23845

fichiers PDB (version aoiit 2004), la recherche a conduit a l'identification de 887 motifs dont la

topologie est équivalente a celle du motif F6/523/K25/Y26.
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V.2.2 Sélection in-silico des plateformes

Les solutions, issues de la recherche précédente, sont ensuite analysées et filtrées par
I'utilisation de plusieurs criteres, décrits dans le chapitre III. Ces criteres et leur impact sont

les suivants.

V.2.2.A Elimination des solutions redondantes

Les solutions redondantes ne sont pas conservées, ce qui inclut les structures résolues par RMN
possédant de multiples conformeres (jusqu'a 72) ainsi que les structures identiques présentes
dans un méme fichier. Dans ces cas, seule la structure présentant le RMSD le plus faible a été
conservée.

D'apres le calcul du ratio N' (nombre de structures) /N (nombre de fichiers), chaque fichier
solution contient en moyenne cing structures. L'utilisation de ce critére pourrait donc entrainer

une diminution de 80% des solutions.

V.2.2.B Elimination des solutions contenant des résidus cystéine ou proline

Compte-tenu de l'importance des résidus cystéine et proline dans les structures secondaire et
tertiaire des protéines (cf. Chapitre III), les motifs possédant un ou plusieurs de ces résidus
sont exclus. En supposant que la fréquence de chaque résidu est la méme, le nombre de
combinaison aléatoires, pour un motif de 4 résidus est de 4845 solutions (pour 20 résidus
naturels). En absence de résidus Cys ou Pro, ce nombre n'est plus que de 3060 solutions, soit la

suppression approximative de 27% des solutions.

Remargue

Les deux critéres précédents, redondance des structures et présence de résidus Cys/Pro,
aboutissent conjointement & I'élimination de prés de 73% des solutions issues de la recherche

précédente. Les résultats sont indiqués dans le tableau V-13.

F6—6(Ca) S23-6(Ca) K25—-6(Ca) Y26—-6(Ca) FSKY | Solutions
Initial 97 361 60 113 256 | 887
CYS/PRO 57 222 45 63 112 | 499
Redondance 46 164 33 69 98 | 410
Final 24 107 22 39 48 | 240

Tableau V-13 : Résultats obtenus aprés utilisation du programme MAKEINP, consécutivement aux recherches effectuées
par STAMP. Le % de solutions conservées est indiguée en cyan
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V.2.2.C Critére de taille (taille minimum autorisée)

La recherche topologique permet de limiter la taille maximum des plateformes recherchées, or
nous avons choisit d'exclure les plateformes comprenant moins de 20 résidus, en raison de leur
importante flexibilité. De ce fait, la topologie du motif, aprés transfert sur la plateforme
identifiée, risque de ne pas &tre maintenue. Ainsi, par ce critere, approximativement 5% des

solutions sont éliminées.

V.2.2.D Accessibilité du motif

Le motif ne doit tre localisé a la surface de la protéine pour permettre l'interaction avec la
cible. Pour cette raison, nous avons fixé & 5A?, le seuil de surface accessible, par résidu. Toute
solution présentant, au moins, un résidu dont 'ASA est inférieure a ce seuil est exclue des
solutions. Ce critere a conduit a I'élimination de 30 a 35% des solutions. Ceci s'explique
principalement par le fait que, les résidus du motif identifié pouvant étre de type différent de
ceux du motif de référence, leur substitution peut aboutir a I'enfouissement total ou partiel de
la chdine latérale considérée. A titre d'indication, la surface accessible au solvant des résidus du

motif de référence (F6/523/K25/Y26) est comprise entre 20 et 50 A2.

V.2.2.E Orientation des chaines latérales des résidus du motif

La méthode proposée repose sur la conservation de la topologie du motif fonctionnel d'un ligand
de référence. Or, lorsque les critéres de recherche sont augmentés, il se peut que la topologie ne
soit plus respectée. Pour cette raison, nous avons déterminé l'orientation relative des vecteurs
(Ca-Cp) des motifs solutions par rapport aux vecteurs équivalents du motif de référence, aprés
superposition des motifs considérés. Cet angle est fixé a 90°, l'angle de déviation maximum

autorisé par résidu. Par ce critere, prés de 75% des solutions sont exclues.

Remargue

Les trois criteres précédents aboutissent conjointement a I'élimination de pres de 80% des

solutions pré-filtrées. Les résultats sont indiqués dans le tableau V-14.

Fé6—6(ca) S23—6(ca) K25—6(ca) Y26—6(ca) FSKY Solutions
Initial 24 107 22 39 48 240
Taille < 20 23 103 19 34 47 226
ASA > 54 16 72 17 20 25 150
Angle < 90° 8 16 11 5 18 58 )
Final 6 13 8 3 18 48

Tableau V-14 : Tri des solutions issues des cing recherches effectuées par STAMP, par les programmes MAKEINP et
MAKESEL. Le % de solutions conservées est indiguée dans la derniére colonne en cyan.
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V.2.3 Critéeres additionnels

Cette étape correspond a la vérification de I'intégrité des structures et leur compatibilité pour
un transfert de motif :

1) Deux solutions appartenant a des fichiers pdb différents peuvent correspondre a la méme
protéine, expliquant, dans quelque cas, des redondances de solutions: celles-ci seront donc
résumées a une seule.

2) L'insertion du motif de liaison ne doit pas modifier les propriétés de la plateforme. Ainsi ne
seront conservés que les motifs ne contenant pas de résidus impliqués dans une interaction
particuliere (avec un ion métallique, un cofacteur...).

3) Les structures possédant des groupements, dénommés « HETATM » dans les fichiers
contenus dans la PDB (sucres, acides aminés non-naturels), ne seront pas non plus conservées,
essentiellement pour des problemes d'absence de parametres atomiques ou de difficultés de

synthese.

L'application de ces simples criteres entraine I'élimination de 56% des solutions issues des étapes

de sélection précédentes. Les résultats sont présentés dans le tableau V-15 suivant :

F6—-6(ca) S23-6(Ca) K25—-6(¢a) Y26—6(Ca) FSKY | Solutions
Initial 6 13 8 3 18 | 48
Final 2 5 4 1 9 | 21

Tableau V-15: Tri des solutions, issues des étapes de recherche et de sélection précédentes, par divers critéres
additionnels.
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V.2.4 Conclusion

A la suite de I'ensemble des étapes de recherche et de sélections, 21 plateformes, aptes a porter
le motif de liaison F6/523/K25/Y26, ont été identifiées. L'une de ces solutions correspond au
ligand de référence, 1BGK.pdb, ce qui valide, a posteriori, notre approche in silico. Ces
plateformes ne représentent que 0,06% de I'ensemble des fichiers contenus dans la PDB. D'autre
part, ce hombre peut &tre contrdlé par les parametres de recherche utilisés. Compte-tenu de la
croissance importante du nombre de structures 3D de protéines dans la PDB, notre approche
permettra, a I'avenir, d'identifier un nombre de solutions d'autant plus important. L'utilisation de
criteres de sélection, applicable de fagon générale a tout systeme, permet une réduction
importante du nombre de solutions par l'exclusion de structures incapables de reproduire
I'interaction ciblée. Par conséquent, cette approche reste applicable malgré I'accroissement des

informations structurales contenues dans la PDB (annexe A.2).
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V.3 Analyse des plateformes

V.3.1 Les plateformes identifiées

La recherche précédemment décrite a permis d'identifier 21 plateformes protéiques. Trois
plateformes supplémentaires (1C5A, 1CR8 et 1STU) ont été identifiées par I'augmentation du

critere %R_MAX de 2 a 3%. Ces différentes plateformes sont présentées dans le tableau V-16 :

PDB Réf. Nom de la protéine RMSD | N°1 | N°2 | N°3 | N°4 | Ch
1B6K | [200] BgK (ligand de référence) 0,124 6 23 25 26 *
1BNB [254] Bovine Neutrophil Beta-Defensin 0,831 32 1 3 4 *
1CKK [255] Calmodulin Dependent Protein Kinase 0,640 26 6 8 9 B
1D6B | [256] Defensin-Like Peptide 2 0,621 20 34 36 37 A
1EDL [257] Staphylococcal Protein AE Domain 0,693 39 4 6 7 *
1H50 | [258] Crotamine 0,630 15 31 33 34 A
1UXD | [259] Fructose Repressor DNA-Binding Domain 0,827 28 13 15 16 *
1375 [260] DIMI 0,349 132 162 164 165 A
10QE | [261] S TALL-1 0,643 21 5 7 8 0]
1BOE | [262] IGF Binding Domain of IGFBP-5 0,565 57 28 30 31 A
1HzZ6 | [263] B1 Domain of Protein L 0,739 26 53 55 56 c
1JE9 [264] NTZ 0,648 30 46 48 49 A
1A7F [265] Insulin Mutant 0,918 8 1 4 5 A

*

2PDD | [266] Domain of Dihydrolipoamide Acetyltransferase 0,767 1 25 27 29

2SH1 [267] Neurotoxin 1 from Sea Anemone 0,770 20 29 46 30 *
1ERF [268] Nrter fusion peptide of HIV-1 6P41 0,701 22 2 4 5 A
1F7E [269] EGF-Like Domain 0,638 87 73 75 76 A
IM3A | [270] Nrter SH3 Domain c-Crk 0,530 | 169 147 149 150 A
1EGF [271] Murine Epidermal Growth Factor 0,667 43 10 12 13 *
1EAY | [272] CHEY-Binding Domain of CHEA 0,988 215 170 174 171 c
1FGP [273] Protein 3P 0,781 21 47 49 50 *
1C5A [274] Porcine complement protein CoadesArg 0,786 43 15 17 18 *

1CR8 [275] | LDL receptor-related protein complement repeat 8 | 0,658 15 39 36 35 *

1sTU | [276] dsRNA binding domain of staufen protein 0,700 60 31 47 46 *

Tableau V-16 : Liste des plateformes protéigues identifiées au cours de ce travail de thése, d [occasion de plusieurs
recherches. Pour chacune dentre elles, sont indigués : le code PDB, le nom de la protéine, le RMSD calculé via la
superposition du motif solution sur le motif de référence, les résidus composant le motif ainsi que lidentifiant de la
structure 3D. Les marques * indiguent qu’il sagit dun conformére obtenu a partir dun fichier RMN.

L'examen de ces solutions ne montre aucune relation entre les fonctions ces diverses

plateformes : toxines et/ou neurotoxines, cytokines, domaines de liaison a 'ADN ou I'ARN,
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domaines enzymatiques, protéines du métabolisme, protéines du cycle cellulaire, protéines virales
et/ou bactériennes. De ce fait, le développement de ligands protéiques ne serait plus limité a une
ou plusieurs familles de protéines, choisies pour leurs caractéristiques fonctionnelles et/ou
structurales. Toute protéine capable de reproduire l'interaction, aprés transfert d'un motif
fonctionnelle, peut &tre identifiée par cette approche. Ainsi, le développement de ligands ne

serait plus limité par le nombre molécules guides disponibles.
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V.3.2 Diversité structurale des plateformes

V.3.2.A Structures tridimensionnelles des plateformes

Les plateformes identifiées montrent des repliements divers, regroupés, de fagon simplifiée, en

trois catégories dans le tableau V-17 suivant :

Repliement Hélice a Feuillet p Mixte (hélice+feuillet)
Code PDB 1BGK, 1CKK, 1EGL, 1UXD, 1BNB, 10QE, 1BOE, 1J9E, 25H]1, 1D68B, 1H50, 1375, 1HZ6, 1EAY,
ode
1A7F, 2PDD, 1ERF, 1C5A 1F7E, IM3A, 1ERF, 1CR8 1FGP, 1STU

Tableau V-17: Classification des plateformes identifiées selon leur repliement. Trois catégories sont décrites :
structures possédant seulement des hélices a, seulement des feuillets B, ou présentant des structures mixtes
(hélice+feuillet).

La plupart des plateformes (2/3) posséde des éléments de structure secondaire différents de
ceux présents de la BgK, comprenant uniquement des éléments en hélice. D'autre part, les 23
plateformes présentent un repliement bien défini (pas de structures désordonnées), et 14
d'entre-elles possédent de 1 a 4 ponts disulfures. Ces éléments faciliteront, lors de la synthése

des différentes plateformes, I'obtention de structures correctement repliées.

Les représentations schématiques des structures 3D de ces 23 plateformes sont montrées sur
les figures V-17bis et ter. Ces figures démontrent que, malgré une grande diversité de
repliements, la topologie des motifs Ca-Cp identifiés au sein des différentes plateformes est
trés similaire a celle du motif de référence F6/523/K25/Y26 de la BgK. Les valeurs de RMSD,
calculées via la superposition des atomes Ca et Cp du motif sur le motif de référence, sont
reportées dans le tableau V-12 pour chaque plateforme. L'approche de recherche systématique
de plateformes protéiques a partir d'un motif de liaison donné appardit effectivement, de part
ces observations, indépendante de la structure 3D des plateformes supportant les motifs

équivalents a celui-ci.
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Figures V-17bis (en haut) et ter (en bas) : Liste des 24 solutions issues des recherches in silico. Les structures des

solutions sont représentées en mode « cartoon », les motifs en mode « sphere » : la position I en orange (F6), /a position
2 en bleu (523), la position 3 en rouge (K25), la position 4 en vert (Y26).
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V.3.2.B Topologie du motif et structure secondaire

D'apres la structure 3D de la BgK, les résidus $23/K25/Y26 du motif sont localisés au niveau N
terminal de la seconde hélice a. Les résidus équivalents, dans certaines plateformes, sont
également localisés dans la partie N terminale d'hélices a (1CKK, 1EDL, 1UXD, 1A7F, 1ERF, 1EAY
et 1C5A). Par ailleurs, dans la majorité cas, les résidus équivalents sont localisés au niveau
d'éléments structuraux continus différents, boucles, coudes (1BNB, 1D6B, 1H50, 1375, 10QE,
1BOE, 1HZ6, 1J9E, 2PDD, 1F7E, 1FGP et 1CR8). Néanmoins, dans deux cas (1SH1 et 1STU), le
motif équivalent est porté par des éléments discontinus en séquence. Concernant la plateforme
1SH1, les résidus équivalents a S23 et Y26 sont localisés en position N terminale du deuxiéme
brin p tandis que le résidu équivalent a K25 et présent au niveau C terminal du troisieme brin p.
Par ailleurs, le résidu équivalent a Fé6 est situé en position N terminale du premier brin p.
Concernant la plateforme 1STU, les résidus équivalents a K25 et Y26 sont en position N
terminale du deuxiéme brin p, le résidu équivalent a S23 étant en position C terminale du
troisiéme brin. Le résidu équivalent a F6 est situé au milieu de la seconde hélice a. Ces deux

motifs, ainsi que le motif de référence, sont schématisés sur la figure V-18.

Brin § #°3
E N terminal
Brin f n°2
& terminal

Phe 6 oo Tyr 26 o Lys 25 ou Sor 23 ov |

: équivalent équivalent dquivalont dquivalent |

k " wnant J

Figure V-18 : Représentation des motifs de liaison FSKY de la BgK et des plateformes 2ZSH1I et 1STU. Les structures (en

gris) sont représentées en mode. « cartoon ». Les résidus du motif, schématisé par les atomes Ca et Cp, sont représentés
en mode « sphere ».

Il appardit donc, malgré une distribution éclatée, dans la séquence et dans l'espace, des résidus
appartenant au motif, une importante similarité de topologie entre les atomes Ca et Cp du motif
F6/523/K25/Y26 et ceux des motifs équivalents des plateformes 1SH1 et 1STU. Ces deux

exemples démontrent la capacité de l'approche basée sur la recherche systématique des
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structures 3D de la PDB, a identifier diverses plateformes protéiques, sans contrainte quant a la

structure secondaire portant le motif topologique.
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V.3.3 Analyse du potentiel électrostatique

L'analyse de complexes cristallographiques ainsi que de nombreux travaux déja publiés attestent
de l'importance du potentiel électrostatique pour la reconnaissance des protéines entre elles. Il
conviendrait néanmoins, pour documenter l'utilisation du potentiel électrostatique comme critére

de sélection, de synthétiser et tester I'ensemble des 23 plateformes obtenues.

Le calcul du potentiel électrostatique a été réalisé suivant la procédure précédemment décrite
(annexe A.4), et la comparaison des grilles de potentiel effectuée par rapport a celle de la BgK.
L'indice de similarité du potentiel électrostatique de la solution 1BGK par rapport a la structure
de la BgK de référence s'avere trés élevé (0,97). La tres faible différence observée s'explique
par les légeres variations de structures 3D des deux protéines: la structure de la BgK de
référence correspond a une structure moyenne minimisée de I'ensemble des conformations RMN
(annexe B.1), tandis que la solution identifiée ne correspond qu'a une seule conformation. Cette
différence est néanmoins cohérente avec les fluctuations observées lors du calcul des potentiels
électrostatiques pour différentes structures d'une méme protéine. Les résultats de la
comparaison des grilles de potentiel, obtenus pour chacune des plateformes, sont reportés dans

le tableau V-19.

Code PDB ST (« all ») ST (« parts ») Code PDB SI (« all ») SI (« parts »)
1B6K 0.917 0.970 | 1375 0.681 0.720
[ 1H50 0.820 0.942 |
1JE9 0.816 0.941
| 1C5A 0,851 0,932 |
1UXD 0.857 0.932
1BNB 0.812 0.930 |
| 1CKK 0.749 0.894 |
10QE 0.725 0.887
1A7F 0.589 0.812
1ERF 0.661 0.811 1FGP -0.436 -0.146
2PDD 0.642 0.776 1M3A -0.091 -0.272
1BOE 0.376 0.732 1EAY -0.762 -0.814

Tableau V-19 : Liste des 24 plateformes classées par ordre décroissant de leurs valeurs de SI d linterface. Les valeurs
de ST ont été calculées par comparaison des grilles de potentiel électrostatique de chaque plateforme (apreés insertion du
motif de liaison) par rapport a la grifle de potentiel de la BgK. Ces valeurs ont été calculées sur ensemble des grilles
(« all ») ou sur la zone interface seulement (« parts »).

Parmi ces plateformes, plusieurs ont été synthétisées (séquences présentées dans I'annexe C.1)
et seront présentées dans le chapitre suivant. Ces derniéres ont été choisies de maniére a
représenter une hétérogénéité de potentiel électrostatique : les plateformes 1H50, 1C5A, 1J75

présentant une forte similitude (SI > 0,7) de potentiel comparativement au potentiel de la Bgk,
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les plateformes 1D6B et 1STU une similitude moyenne (SI < 0,7) et les plateformes 1HZ6 et
1CR8, présentant une similitude faible (SI < 0,4). Ces 8 plateformes sont entourées de noir dans
le tableau V-19.Pour chacune, est indiqué le code PDB de la plateforme identifiée, ainsi que les
valeurs de SI calculées aprés insertion du motif sur la plateforme sur I'ensemble des grilles

(« all ») ou sur la région d'interface seule (« parts »).
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V.3.4 Conclusion

Au final, 'ensemble de la procédure, de la recherche de motifs topologiques par STAMP, jusqu'a
I'application de la totalité des cribles de sélection, y compris I'application du crible
¢lectrostatique (avec une valeur seuil de SI 0,4, déterminée chapitre IV), aboutit a la sélection
de 13 plateformes. Ces structures sont potentiellement capables de se lier a la cible de

référence, a savoir le canal Kv1.2, aprés introduction du motif de liaison.

F6—-6(ca) S23—-6(¢a) K25-6(Ca) Y26—-6(Ca) FsKY | Total
PDB na. n.a. n.a. n.a. na. | 23845
Recherche 1302 2717 456 1080 2735 | 8291
Sélection 2 2 2 1 6 | 13

Tableau V-20 : Résultat obtenus pour une recherche, avec un jeu de paramétres donné (RMSD_MAX : 1, OA / Ad_MAX :
134 / taille_MAX : 70 résidus / %R_MAX : 2%). L évolution du nombre de structures solution est indigué, a la suite de
chaque étape : recherche puis sélection.

En définitive, I'ensemble de la procédure permet d'identifier 13 structures, correspondant a
I'ensemble des criteres, caractéristiques de linteraction (complémentarité de forme,
accessibilité du motif, topologie du motif) ou nécessaires a l'obtention des plateformes (taille,
présence de résidus défavorables). Ce nombre ne représente que 0,05% de I'ensemble de la PDB :
d'une part, il s'avére compatible pour une validation expérimentale, et d'autre part, il permet
d'envisager une utilisation de l'approche, malgré I'augmentation du nombre de structures

protéiques dans la PDB.
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Chapitre VI : Validation expérimentale

« Un fait n'est rien par lui méme, il ne vaut que par l'idée qui s'y rattache ou par la preuve qu'il
fournit » (C. Bernard)
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L'application de I'approche /n-silico, décrite dans le chapitre précédent, a permis d'identifier 23
plateformes protéiques aptes a porter le motif de liaison au canal Kv1.2 de la BgK. La production

de ces plateformes a été entreprise afin de valider notre méthode de conception de ligands.

Pour chaque plateforme, aprés transfert du motif de liaison F6/523/K25/Y26, l'identification de
ligands a été effectuée par la réalisation de tests de liaison par compétition vis-a-vis d'un
analogue radio-marqué de la BgK. L'impact du motif de liaison a été estimé par comparaison de
I'affinité de la plateforme modifiée (ou « mt », avec motif de liaison) avec celle de la plateforme
native (ou « wt », sans motif de liaison). En outre, de fagon a caractériser plus précisément le
mode d'interaction des ligands protéiques les plus affins, diverses modifications de séquence ont

été effectuées.

Enfin, l'interaction des différentes plateformes, selon le mode supposé (par l'intermédiaire du
motif de liaison), a été caractérisée, /in silico, par la réalisation de modeéles moléculaires de
complexes entre ces plateformes et le canal Kvl.2. Ces derniers ont été réalisés a partir du
modele moléculaire du complexe BgK-Kvl.1, décrit précédemment. La connaissance de ces
modéles nous a alors permis d'analyser les conséquences globales ou microscopiques, consécutives

d la fixation des plateformes, au méme site de liaison que le ligand de référence (BgK).

Le chapitre VI présentera les résultats expérimentaux (synthése par biologie moléculaire et par
synthése peptidique, caractérisation biochimique et structurale) concernant 8 plateformes
(annexe C.1) parmi les 23 identifiées. Puis, les résultats des tests de liaison des ligands congus
par notre approche in silico, seront présentés. Enfin, la caractérisation des modéles moléculaires

sera détaillée
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VI.1 Production par biologie moléculaire de la plateforme 1J75

La premiere plateforme synthétisée, le domaine de liaison a 'ADN Z de la protéine DLM1, a été
obtenue par des techniques de biologie moléculaire (annexe C.2), en suivant le protocole

expérimental décrit dans la littérature [260].

VI.1.1 Plateforme 1J75

Différentes variants de la plateforme 1J75 ont été réalisées a partir de la protéine native,

illustrée par la figure VI-1.

[ Plateforme wt ]

| Plateforme FSKY/A le L Plateforme mt !

_____________ -— —— = —— )
Figure VI-1: Les différents variants de la plateforme 1J75 (en bleu). La structure 3D est représentée en mode
« cartoon », les résidus du motif sont représentés en mode « dot ». La position n°l (F6) du motif en rouge, la position n°2
(523) en orange, la position n°3 (K25) en jaune et la position n°4 (Y26) en jaune. Les résidus modifiés nappartenant pas
au motif (en cyan) sont représentés en mode « stick ».

Le motif de ligison a été inséré sur la plateforme 1J75 wt, par 4 mutations 632F, E62S, A64K et
T65Y, correspondant a la plateforme désignée 1J75 mt par la suite. Plusieurs autres variants
protéines de la protéine 1J75mt ont été effectués afin d'évaluer le poids des résidus du motif
transféré sur la liaison aux canaux ciblés. Les plateformes 1J75mtF32A et 1J75mtK64A
correspondent au remplacement en alanine des positions équivalentes aux résidus F6 et K25 du
motif de référence. L'effet de la substitution du résidu K64 a été comparé aux substitutions
d'autres résidus lysine en alanine : un résidu spatialement proche du motif de liaison (plateforme
1J75mtK30A), et un second plus éloigné (plateforme 1J75mtK17A). Ces deux résidus sont

distants en séquence du résidu K64, équivalent au résidu K25 de la BgK. Enfin, nous avons produit
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un variant de 1J75mt pour lequel les 4 résidus du motif ont été substitués en résidus alanine,
correspondant a la plateforme 1J75mtFSKY/A. Par dilleurs, pour éviter la formation de dimeres
liés a la présence d'un résidu cystéine dans la protéine, le résidu €38 a été substitué par un
résidu Val (plateforme 1J75mtC38V). Les différentes séquences sont fournies dans I'annexe C.1.
La structure de la protéine 1J75mt a été superposée a la structure de la BgK, via leurs atomes

Ca et Cp des résidus du motif, représenté sur la figure VI-2.

‘
Complexe dinteraction

Canal Kv1.2
4 fen blanc)

K64 V65 Y
MOTIE DE LIAISON MODELE MOLECULATRE
1B6K . F6/523/K25/Y26 Kvl.2 - BgK (F6/523/K25/Y26)
L 1T75mt  : F32/562/K64/Y65 Kvl.2 - 1775mt (F32/562/K64/Y65)
J

Figure VI-2 : Représentation de la plateforme 1775mt, superposée d la BgK, par les atomes Ca et Cp des résidus du motif
de liaison. Les protéines BgK (en noir) et 1J75mt (en gris) sont montrées, en interaction avec le canal Kv1.2 (en blanc),
dans le méme mode d'interaction par la réalisation de modéles d'interaction. Les structures sont représentées en mode
« cartoon », les résidus du motif en mode « stick ». Les résidus du motif sont colorés selon leur type : bleu pour Phe, cyan
pour Ser, vert pour Lys et Orange pour Tyr.

Ces deux protéines sont, en outre, placées en interaction avec le canal Kv1.1. D'aprés l'observation
de cette figure, l'orientation des chdines latérales des résidus du motif sont similaires entre la
BgK et la plateforme 1J75mt. Par ailleurs, l'interaction avec le canal Kvl.l montre un mode
d'interaction similaire de ces deux protéines, sans contraintes stériques, validant ainsi les étapes

de recherche et de sélection /n silico précédentes.
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VI.1.2 Rendement de production

Le protocole expérimental pour la production des variants de la plateforme 1J75 est décrit en
annexe (C.2). Les quantités obtenues different sensiblement suivant le variant considéré de la
protéine 1J75. Les plateformes 1J75mt et 1J75mtC38V donnent les rendements les plus faibles,
de l'ordre de 300-500ug par production, tandis que la plateforme 1J75mtK30A est produite avec
un rendement moyen, par production, de l'ordre de 5mg, soit un rendement 10 a 15 fois supérieur
a celui observé pour les plateformes 1J75mt et 1J75mtC38V. Les quantités obtenues ont donc
permis de réaliser les tests de liaison pour chaque variant (quantité nécessaire de l'ordre de
1mg). En revanche, la détermination de la structure 3D de ces protéines par radiocristallographie
requiert une quantité plus importante, de l'ordre de 2 a 5 mg. Cette étude a donc été mise en
ceuvre sur la plateforme 1J75mtK30A dont le rendement de production était significativement

plus important que celui observé pour 1J75mt.
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Figure VI-3: Représentation schématigue de lensemble des étapes nécessaires pour lobtention de plateformes par
biologie moléculaire.
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VI.1.3 Conclusion

Le choix de la biologie moléculaire pour la production de la plateforme 1J75 et de ces variants a
été justifié par le fait que l'utilisation des conditions décrites dans la littérature pouvait
faciliter I'obtention de ces plateformes protéiques. Néanmoins, pour les différents variants, les
conditions ont d{i étre adaptées et le temps nécessaire a la mise au point des conditions de
productions s'est avéré relativement important, notamment pour les différentes étapes de
construction du vecteur de la plateforme 1J75 (le processus dans son ensemble est schématisé
sur la figure VI-3 et décrit dans l'annexe C.2). L'insertion du motif, par 4 modifications
ponctuelles de la séquence native de la protéine DLM1, a donc eu des répercussions significatives,
en termes de temps de production. Ces observations nous ont donc incité a produire les autres
plateformes par synthese peptidique. En effet, cette approche permet, lorsque les rendements
de synthése sont favorables, de produire des quantités de l'ordre du mg (permettant la
réalisation de tests de liaison) dans un temps relativement court pour des protéines de taille

inférieur a 70 résidus.
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Figure VI-4 : Détail du protocole de production de plateformes par voie chimigue, de la synthése d la caractérisation
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VI.2 Production des plateformes par voie chimique

La synthése chimique (annexe C.3) a été choisie pour la production rapide de plateformes
diverses. Elle présente, en effet, plusieurs avantages : un temps de synthese relativement court
dans le cas de mini-protéines de taille inférieure a 70 résidus et la possibilité d'incorporer des
résidus non-naturels, lors d'étapes d'optimisation ultérieures. La purification a été effectuée en
une seule étape par RP-HPLC permettant de séparer des protéines possédant des propriétés
physico-chimiques tres variables (taille, charge ou hydrophobicité). Le protocole utilisé est
représenté schématiquement sur la figure VI-4. Ainsi, le temps nécessaire a la production d'une
plateforme a été estimé a 1 mois et demi, permettant d'envisager la synthése de plusieurs

plateformes et de leurs variants dans le cadre de ce travail de these.

VI.2.1 Synthése chimique sur support solide

La synthése chimique standard (annexe C3) permet d'obtenir des protéines de tailles comprises
entre 50 et 100 résidus avec, dans de nombreux cas, des rendements de synthése élevés. Cette
méthode est donc particulierement adaptée a la production de mini-protéines. En outre, le
rendement de chaque synthése est dépendant de la séquence primaire et de la composition de la
protéine ciblée. De ce fait, peu prévisible, une phase d'optimisation est parfois nécessaire, afin
d'obtenir des quantités suffisantes de protéines . Notre objectif étant de tester un maximum de
plateformes, les conditions de synthese ont été optimisées de fagon a produire, en une seule
synthése la quantité de protéine nécessaire pour la réalisation de tests de compétition, de
l'ordre de 1mg de protéine purifiée (cette quantité permettant d'effectuer des tests de
compétition, allant jusqu'a 100pM). Au cours de ce travail, plusieurs parametres ont été étudiés
pour l'optimisation des rendements, en particulier le chargement des résines (ou « loading »), le
temps de couplage et l'utilisation d'agent chaotropique (LiCl), limitant les phénomeénes de collapse
de la résine lors de I'élongation des protéines. Les rendements de certaines synthéses ont ainsi

été améliorés sensiblement.

VI.2.1-A Rendements de synthése

En définitive, 14 protéines ont été synthétisées. Leurs séquences sont présentées dans |'annexe
C.1; pour chaque synthese, la résine employée et son chargement sont présentés dans I'annexe
C.3. Les rendements de synthese, avant purification sont variables, de 10 a 68%, comme indiqué

dans le tableau VI-5:
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Tableau VI-5:

Plateforme Taille Rendement Référence Rendement  de

1CKK wt, mt 26 50% [255] synthése  des
S plateformes.

1HZ6 wt, mt 63 30% [263]
1STU wt, mt 68 10% [276]
1C5A mt 66 35% [274]
1CR8 mt 42 40% [275]
1D6B mt 42 55% [256]

1H50 wt, mt, mt2, mt3, mt4 | 42 (40 pour mt2) | 68, 33,55, 55 et45% [258]

Pendant le temps imparti pour cette these, seules 7 plateformes parmi les 23 plateformes
identifiées /n silico ont pu &tre synthétisées. La synthese des 16 plateformes restantes,

nécessitant plus de temps, sera effectuée ultérieurement au laboratoire.

VI.2.1-B Importance de la taille des plateformes

Les différentes synthéses ont été réalisées en suivant la stratégie Fmoc et le méme protocole
expérimental. Leurs rendements peuvent, de ce fait, &tre comparés. L'analyse du rendement de

synthése des plateformes en fonction de la taille de celles-ci est représenté sur la figure VI-6.

' 80 ™ Figure VI-6: Rendement de
u synthése par voie chimigue en
2 ~ 1C5A fonction de la taille des
g |70 " \]_HZ6 plateformes.

@ .
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Cette derniére montre qu'il existe une corrélation entre la taille des protéines synthétisées et le
rendement final de synthése. Le rendement par couplage avoisine 99%, soit un rendement
théorique global de 50% pour une protéine de 70 résidus. Or, les résultats obtenus, au cours de
ce ftravail montrent qu'au-deld de 70 résidus, les rendements sont trés inférieurs aux
rendements théoriques (de l'ordre de 10% seulement). La cause de ces observations peut &tre
diverse : présence de zone hydrophobe dans la séquence protéique, géne stérique du peptide en

¢longation, condition de synthése...chaque synthése est originale. Par ailleurs, les rendements de
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purification sont variables suivant les protéines. Dans le cas des protéines a pont disulfures, le
rendement de I'étape de repliement peut également avoir un impact important sur les quantités
finales produites, du fait de mésappariements possibles (fonctions du nombre de résidus
cystéine dans la séquence). Ces différents facteurs, entrainent une importante variabilité des
quantités finales produites pour les différentes plateformes, nous incitant a limiter les

recherches, /n silico, de plateformes aux protéines de taille inférieure a 70 résidus.

VI.2.1-C La plateforme 1H50

Plusieurs variants de la plateforme 1H50 ont été produits afin de caractériser le mode de liaison
de la protéine da la cible. Les différents variants de la plateforme 1H50 sont schématisés sur la
figure VI-7. Le motif de liaison a été inséré sur la plateforme native 1H50 wt, par la
modification de 4 résidus : E15F, R31S, R33K et W34Y, correspondant a la plateforme appelée
1H50 mt par la suite. Par ailleurs, les deux premiers résidus de la séquence de 1H50 wt (Tyrl et
Lys2) correspondent aux résidus de la diade, K25 et Y26, de la BgK. La suppression de ces deux
premiers résidus a conduit a la plateforme 1H50 mt2. De plus, deux variants portant sur le motif
R33/W34 ont été réalisés: la suppression des chdines latérales des résidus R33 et W34

(plateforme 1H50mt3) et une mutation par inversion de charge K33E (plateforme 1H50mt4).

-

Variant wt

£ 15

[ Plateforme 1H50 ]

Figure VI-7 : Les différents variants de la plateforme 1H50. La structure 3D de la crotamine (en bleu) est représentée
en mode « cartoon ». Les résidus du motif identifié, équivalent au motif de liaison de Ja BgK sont représentés en mode
« dot » : E15 (équivalent d F6) en rouge, E31 (équivalent a S23) en orange, R33 (équivalent d K25), W34 (Eguivalent a ¥Y26)
en vert.
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Les syntheses des différentes plateformes modifiées (mt, mt2, mt3, mt4) ont été effectuées en
réduisant le chargement de la résine (de 0,45 a 0,25 mmol/g), augmentant ainsi considérablement
les rendements (facteur 2-5). Les rendements obtenus pour les différentes versions de la

plateforme 1H50 sont relativement homogénes, comme indiqué par I'histogramme VI-8.

Le rendement plus faible de la plateforme 1H50mt est la conséquence de problémes
expérimentaux (présence d'eau lors de la synthése) et de ce fait n'est pas corrélé a la séquence
de cette plateforme. De fagon générale, les différences de séquences n'ont, a priori, pas modifié
de fagon importante les profils de synthése. Cette indication ne permet toutefois pas d'estimer

si les propriétés de repliement de chaque version sont identiques.

B mt4 (F:S:E.Y) 45%
E mt3 (F:S:A:A) 55%
O mt2 (mtA1-2) 55%
B mt (F:S:K:Y) 33%
B wt (E:R:R;W) 68%

Rendement normalisé (%)

G S G K K CC K4 3 W2 CDMIKGTFD S sP®PLCI K1 KU®PFICHGS®GIKIKHCQ K Y

Séquence (Nter ->Cter) ; Motif (Phe 1; Ser 2 Lys 3; Tyr 4)

\,

Figure VI-8 : Histogramme représentant les rendements de synthése des différentes versions de la plateforme 1H50,
résidu par résidu. Les rendements ont été normalisés @ 100% en début de synthese.
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VI.2.2 Obtention des plateformes

Les conditions expérimentales ainsi que les résultats obtenus, pour l'ensemble des étapes

présentées dans cette partie, sont décrites dans I'annexe C.4.

VI.2 2-A Purification des plateformes

De fagon a diminuer le temps nécessaire a la purification de chaque brut de synthése, nous avons
opté pour lutilisation d'une seule méthode, celle-ci devant &étre rapide et résolutive. La
chromatographie en phase liquide d haute performance [277] en phase inverse est une méthode
de choix pour I'analyse de mélanges complexes, permettant l'identification, la quantification, et la
purification de composés trés divers quels que soient leur taille, leur état de charge ou leur
nature (peptides, protéines, composés organiques). Elle est donc particulierement bien adaptée a
la purification des différentes plateformes a partir de « bruts de synthése », mélange de
fragments peptidiques dont les propriétés physico-chimiques peuvent &étre trés variables.
L'analyse des profils de synthése permet de déterminer le rendement global (donc la quantité
attendue pour chaque plateforme) et d'identifier les différents fragments déléteres présents
dans le mélange. Le gradient utilisé et le temps d'élution, pour chaque plateforme purifiée, sont

présentés dans la partie « matériels et méthodes ».

Les plateformes 1STU wt/mt et 1H50mt2 n'ont pu &tre purifiées: aucune des différentes
fractions collectées lors de la purification, analysées par spectrométrie de masse ne
correspondant pas aux masses moléculaires attendus. Ces résultats ont été confortés par la
réalisation d'électrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE). De ce fait, la capacité de
ces plateformes a lier le canal Kv1.2 n'a pu étre évaluée dans le cadre de ce travail. Les autres

plateformes ont, en revanche, toutes été obtenues avec une pureté supérieure a 95%.

VI.2 2-B Repliement des plateformes a ponts disulfures

La présence des ponts disulfures étant nécessaire pour conférer a une protéine sa structure
tertiaire, la formation de ceux-ci a été effectuée selon le protocole décrit dans la partie
«matériels et méthodes ». Le nombre d'appariements possibles est une combinaison du nombre de
résidus cystéine de la protéine considérée: C", = n!/ p! - (n-p)!, avec n le nombre de résidus
cystéine, et p le nombre de résidus impliqués pour la formation d'un pont (soit 2). Pour une
protéine contenant 6 cystéines (cas de nos plateformes), 15 repliements sont possibles, chacun
ayant, en théorie, la méme probabilité d'occurrence. Or, I'expérimentation montre que dans la

plupart des cas, la forme majoritairement observée correspond a la forme naturelle.
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Les plateformes 1C5Amt, 1CR8mt et 1D6Bmt, sous leur forme réduite dans le mélange initial, ont
pu &tre purifiées par RP-HPLC. En revanche, les formes réduites purifiées des plateformes
1CB5AmMt et 1CR8mt se sont avérées insolubles en milieu basique (pH=7,8), condition nécessaire au
repliement des ponts disulfures. La plateforme 1D6Bmt, sous sa forme oxydée, n'a pu étre
purifiée en raison d'une trés faible solubilité en milieu acide. L'utilisation d'agents dénaturants a
différentes concentrations (chlorure de guanidinium, de 0,5 a 2M, ou urée, de 4 a 6M) n'a pas
permis de remédier a ce probléme. Pour ces raisons, la capacité de ces plateformes a lier le canal
Kv1.2 n'a pu €tre évaluée.

La plateforme 1H50, possédant trois ponts disulfures a été repliée en utilisant un protocole
standard [258]. Les chromatogrammes obtenus aprés 3h d'oxydation sont identiques pour les
différentes séquences de 1H50 (native et mutantes). Toutefois, ceux-ci présentent deux pics
résolus, pics 1 et 2, correspondant a des protéines de méme masse moléculaire. Chaque pic
collecté séparément a été réinjecté dans des conditions identiques. Les chromatogrammes étant
similaires au précédent, schématisé sur la figure VI-10, témoignent de la présence d'un équilibre
dynamique, qui ne peut donc pas &tre expliqué par la présence de deux repliements distincts,

résultant d'un appariement différent des ponts disulfures.

~

N\ Figure VI-10: Profil doxydation des

Q ™\
2 Purification de la différentes versions de la plateforme 1H50.
g ¥P|G’f€f°r‘m5 IH50 '"ZPH%J Aprés 3h doxydation, deux pics sont
£ obtenus. Chaque pique injecté séparément
2 4 o . . C\ fournit le méme profil, témoignant de la
S’ LN présence dun équilibre conformationnel. La
N & u présence d'un enchainement Pro-Pro dans la
 rane . sequen'ce, fqvamb/e Ez une isomérisation
pourrait expliguer ce résultat.
g " g
2 ., 2
[ *s
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£ £ I
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En outre, cette protéine possede un enchainement -Pro-Pro-. Or il a été démontré, dans le cas de
peptides riches en résidus proline (en absence d'isomérases) que la conformation de tels
enchdinements était l'objet d'un équilibre lié a 'isomérie cis-trans de ce type de résidu, comme le

montre le tableau VI-11 [205].

- 196 -



\
( Structure secondaire portant Conformation des
les résidus Pro 1 et 2 résidus Pro I et 2
x/ = %,
type cIs-cis cis-trans trans-cis trans-trans
- - - - 25
o-Pr — - - -
Po-ot = 5 - 129
Pr-Prr 1 17 9 229
Pp-bridge = 1 19 19
others o 1 — 7
total 1 24 28 409
%% 0.22 5.19 6.06 88.53
\ Proportion de chage
L conformation obseriée y

Tableau VI-11: Estimation de la proportion
de chague conformation possible pour un
enchainement Pro-Pro, en fonction de la
structure secondaire portant chaque résidu
[205]

La présence de cet équilibre conformationnel serait donc uniquement liée a la séquence primaire

de la plateforme 1H50 et ne serait pas liée a la présence d'appariements divers des ponts

disulfures. Par ailleurs, le travail présentant la structure 3D de la plateforme 1H50wt a été

réalisé a partir de protéines synthétisées, purifiées et repliées suivant un protocole similaire au

cours de ce travail [258]. Il est donc probable que I'appariement des ponts disulfures, lors des

expériences réalisées, soit similaire. La séquence de la protéine 1H50 posseéde un enchathement

Cys-Cys, interdisant toute attribution des ponts disulfures par la réalisation de divers clivages

protéolytiques. Cette opération nécessiterait la mise en ceuvre dexpériences de RMN,

relativement longues. De ce fait, cette caractérisation n'a pas été développée plus avant.

VI.2.2-C Caractérisation biochimique des plateformes

Les plateformes purifiées ont été caractérisées par RP-HPLC analytique, afin d'estimer la pureté

(>95%), par spectrométrie de masse ES-MS et par analyse en composition, en vue de déterminer

leur coefficient d'extinction molaire. Les résultats obtenus, lors de la caractérisation de chaque

plateforme sont présentés dans I'annexe C.4, tableau C4-2.
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VI.2.3 Conclusion

La synthése de plateformes protéiques par voie chimique s'est avérée plus rapide que la
production par biologie moléculaire. Cependant, dans le cas des plateformes 1STU, 1C5A, 1CR8 et
1D6B, les étapes de purification et de repliement n'ont pas permis d'aboutir a la production de
ces protéines. Le taux de succes pour la production des plateformes par synthése peptidique est
proche de 50%. Quatre plateformes ont pu &tre produites pour des caractérisations ultérieures,

aussi bien de leur structure que de leur affinité vis-a-vis des canaux potassiques.
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VI.3 Caractérisation structurale des plateformes

Notre approche de conception de ligands est basée sur l'utilisation de plateformes protéiques
reproduisant la topologie fonctionnelle du motif de liaison F6/523/K25/Y26 de la BgK. Il est
donc nécessaire que la structure des plateformes ne soit pas altérée a la suite des substitutions

réalisées (transfert du motif de liaison).

VI.3.1 Caractérisation par dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire permet une caractérisation globale et rapide de la structure 3D des
plateformes synthétisées (annexe D.1). Cette méthode a, de ce fait, été utilisée afin d'estimer la
structure globale des plateformes natives (wt), au regard de leurs structures 3D respectives,
présentent dans la PDB. L'influence de l'insertion du motif sur la structure a été évaluée par

comparaison des spectres CD des plateformes modifiées et natives.

VI.3.1-A Plateforme 1CKK

La plateforme 1CKK [255] dans sa forme native, présente comme principal élément de structure
secondaire une hélice a, représentant approximativement 40% de la structure, représentée par
la figure VI-12. Le reste de la structure, comprenant notamment une boucle, apparalt

relativement flexible. Les différents spectres obtenus sont présentés sur la figure VI-12bis.

N

(

0

11!5 195 205
-2000

-4000

6000 &.‘

8000 ——1y1ckk wt ||
—=—2) 1CKK mt

10000 |

12000 [longueur d*onde (nmy
J \\

Figure VI-12 : Représentation en mode « cartoon » de la Figure VI-12bis : Spectres CD de la plateforme ICKK,
plateforme 1CKKmt. Le motif de liaison F26/56/K8/Y9 variants wt et mt
(en gris) est représenté en mode « stick ».

ellipticité molaire [théta] (deg.cm?.dmol™*)

\ Structure aléatoire @ 50%

Le spectre 1, correspondant d la platetorme wt, contient plusieurs caractéristiques d'éléments
désordonnés (pic @ 200nm) et d'éléments en hélice (pic a 220nm). Ces observations sont en
accord avec les observations faites a partir de la structure 3D présente dans le fichier 1CKK. La
comparaison des spectres obtenus pour les formes wt et mt, montrent certes une augmentation

de la proportion d'hélices a, de l'ordre de 20% pour la forme mt, toutefois, la nature des
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¢léments de structure secondaire sont identiques. Ceci indique que les deux substitutions

effectuées (T8K, T9Y) n'ont pas modifié significativement la structure de la plateforme portant

le motif de liaison.

VI.3.1-B Plateforme 1HZ6

La plateforme 1HZ6, forme native [263], possede différents éléments de structure secondaire,
représentés sur la figure VI-13 : une hélice a (30% de la structure) et un feuillet, composé de

quatre brins p antiparalleles (40% de la structure). Les spectres CD sont représentés sur la

figure VI-13bis.

4 ~\(
Structure alatoire : 30% ~} 6000
Heélice a : 30% D Tzew:
: - 4000 = 2)1HZ6 mt
f D/ 3) wt + 10% TFE
] 2000 1) ) mt + 10% TFE |
A f f Feuillet p : 40% 7/ 1 ) mt + FE
i

..............................

|el|ipﬁci1'é molaire [théta] (deg.cm?.dmol™)

-6000 - | d'onde (nm)

g

Figure VI-13 : Représentation en mode « cartoon» de la  Figure VI-13bis : Spectres CD de la plateforme IHZS,
plateforme  1HZémt. Le  motif  de  liaison  variants wt et mt, avec ou sans TFE (10%)
F26/553/K55/Y56 (en gris) est représenté en mode

« stick »,

Le spectre 1 de la plateforme 1HZ6wt ne permet pas de déduire les éléments de structure

secondaire de cette plateforme, toutefois sa forme suggére la présence de multiples éléments

(hélice et feuillet).

Le TFE est connu comme étant un agent stabilisant des éléments de structure secondaire et un
inducteur de structures en hélice. Ce dernier effet peut &tre observé pour des structures
composées uniquement de feuillets mais seulement pour des quantités de TFE supérieures a 30%
[278, 279]. De ce fait, pour plusieurs plateformes décrites par la suite, des ajouts de TFE ont
été effectués sans dépasser le taux de 20% en composition volumique, afin de stabiliser les
¢léments de structure secondaire présents dans ces protéines. En présence de TFE (10%), le
spectre CD de 1HZ6 présente plusieurs pics caractéristiques: un pic positif a 195nm
caractéristique de feuillets p, et deux pics négatifs autour de 208-210nm et 220nm,
caractéristique d'hélice a. Ces observations sont en accord avec la structure pdb de 1HZ6. Par

ailleurs, la zone de longueur d'onde comprise entre 185 et 200 nm, en milieu tamponné (Tris,
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4mM, pH 6.8), montre des différences notables entre les formes native (spectre 1) et mutante
(spectre 2). L'analyse de la forme native [280] a démontré que plusieurs résidus dont le résidu
Gly 55, étaient impliqués dans le processus de repliement. La modification du résidu lors de
I'introduction du motif, pourrait ainsi entrdiner une modification de la stabilité de la protéine.
Toutefois, en présence de 10% de TFE, aucune différence significative n'a été observée entre
les spectres CD de 1HZ6 wt (spectre 3) et 1HZ6 mt (spectre 4), y compris dans la zone de
longueur d'onde 185-200 nm. Cette observation suggére que, malgré l'incorporation du motif et la
substitution du résidu Gly 55, les plateformes 1HZ6wt et 1HZ6mt pourraient adopter des

structures 3D similaires.

VI.3.1-C Plateforme 1H50

La structure secondaire de la forme native de 1H50 [258] comprend une hélice a, représentant
approximativement 10% de la structure et un feuillet p, composé de trois brins antiparalléles,
représentant 25% de la structure ; les structures en feuillets apparaissent donc prépondérantes
comme indiqué sur la figure VI-14. Les spectres CD sont présentés sur la figure VI-14bis. Le
spectre 1 pour la forme native montre deux pics principaux a 197nm (positif) et 207nm (négatif).
Il a été décrit [258] que la présence de pics autour de 195nm et 210-215nm était caractéristique
d'éléments en feuillets, mais que le déplacement de ce second pic vers 207nm indiquait la
contribution de structures en hélice, corroborant ainsi la structure de la crotamine, déterminée

expérimentalement.

( \( D
Structure aléatoire @ 65% ;E’,
5
Héliee a : 10% ) ,‘A ‘im-)u
:‘E, 225 235 245
4
Feuillet B : 25% g —— 1) IH50 wt
- —=—2) 1H50 mt1
............................... g 6000 3) 1H50 mt4 [
: Motif de liaison : 5 |-8000
............................ o | S ———

\_ VAN

Figure VI-14 : Représentation en mode « cartoon » de la Figure VI-14bis : Spectres CD des variants, wt, mtl et
plateforme  IH5Omt.  Le  motif de  liaison mt4 de la plateforme 1H50.

F15/531/K33/Y34 (en gris) est représenté en mode

« Stick ».

Plusieurs spectres CD ont également été réalisés, sur les mémes échantillons, aprés dénaturation
thermique et renaturation douce ne montrant aucune différence significative. L'insertion du

motif ou sa modification (KY-AA) n'entrdine donc pas de modification du repliement de la
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protéine. De plus, le spectre 1 (IH5Owt) est relativement similaire au spectre CD (figure VI-15)

présenté lors de la détermination de la structure 1H50 [258].

[ Y Figure VI-15: Spectres CD de la
] - \ crotamine  (plateforme 1H50wt).
Conditions expérimentales: Ceux-ci sont similaires aux spectres
- 20°C que nous avons obtenus, suggérant
~ - 3m#M phosphate de potassium un repliement similaire. Par ailleurs,
£ s (je — laddition de TFE (jusqud 90%) ne
5 semble pas modifier la structure
€ Sl B \ | secondaire.

=
TFE ; ’
— %

-_— 30%
-------- 50%

-6 T T T T T T et 0%
180 200 210 220 230 240 280 260 N\
‘Wavelength (nm}

Ces observations suggerent que les ponts disulfures formés correspondent effectivement aux

ponts disulfures de la plateforme native.

VI.3.1-D Plateforme 1J75

Bien que la structure tridimensionnelle de la plateforme 1J75m+tK30A soit présentée par la suite,
les spectres de dichroisme circulaire des formes native et mutante sont présentés. La forme
native, décrite dans le fichier pdb 1J75 [260], présente trois hélices a comme seuls éléments de
structure secondaire représentant approximativement 50% de la structure, schématisés sur la

figure VI-16. Les différents spectres CD obtenus sont présentés sur la figure VI-16bis.

(" ) r{p 20000 )
o £ ——1)1J75 wt
Structure aaroire : 50% v 15000 - == :2;; Wi+ ;%%/’11_;% 1
:‘, wt + %o
g | 1000 —+ 4) 1775 mt I
Hélice a : 50% £ s000 1 5) mt + 10%TFE ||
2 i 6) mt + 20%TFE
4 -
E 235 245
- Motif de liaison ; Zi
i longueur d'onde (nm)|
\ L%

Figure VI-16 : Représentation en mode « cartoon» de la  Figure VI-16bis : Spectres CD des versions wt et mt de

plateforme 1775mt. Le motif  de liaison la plateforme 1J75, avec ou sans TFE (107% ou 20%)
F32/562/K64/Y65 (en gris) est représenté en mode

« stick ».

Le spectre 1, correspondant a la forme wt, montre un pic négatif @ 200nm, caractéristique d'une

structure désordonnée, un pic positif a 190nm, de faible amplitude, et une inflexion autour de
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220nm, suggérant la présence de structures en hélice. Un spectre a été obtenu pour la forme
mutante dans des conditions similaires, montrant un décalage vers les plus faibles longueurs
d'ondes (effet bathochrome). En présence de 10% de TFE, le spectre CD montre un signal
caractéristique de la présence d'hélice a : un pic positif autour 190nm et deux minimum autour de
205nm et 220nm. Par ailleurs, d'autres expériences ont été menées, apres addition de chlorure
de potassium, a des concentrations finales de 10, 50 ou 100mM. Dés 50mM de KCI, les pics
caractéristiques de structures en hélice sont observés. Les conclusions sont donc identiques
apreés addition de 10% TFE ou de 50mM KCI. L'insertion du motif de liaison n'a donc, a priori, pas
modifié la structure de la forme native de la plateforme, constituée essentiellement d'hélice a.
Les spectres des mutants C38V, K30A, et FSKY/AAAA ne sont pas montrés, néanmoins en
présence de tris, 4mM, pH 6,8, le comportement de la forme K30A est similaire a celui de la

forme native.
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VI.3.2 Détermination de la structure tridimensionnelle de 1J75mt K30A

Les résultats des tests de liaison (présentés ultérieurement) ont montré que la plateforme
1J75mt était capable de lier le canal Kv1.2, en déplagant I'analogue de la BgK radiomarqué. Ces
résultats nous ont incité a déterminer sa structure tridimensionnelle par radiocristallographie
(annexe D.2), de fagon a caractériser la topologie du motif de liaison, une fois inséré sur la

plateforme.

VI.3.2-A Essais de cristallogenése

Les premiers essais de cristallogenése ont été effectués pour les plateformes 1J75mt,
1J75mtC38V et 1J75mtK30A. Toutefois, les plateformes 1J75mt €38V et 1J75 mt présentent
des rendements de production relativement faible dans le systeme d'expression (300-
500pg/production) par rapport a celui observé pour 1J75mtK30A (3-10mg/production), ainsi
qu'une solubilité relativement faible (moins de 4 mg/ml) comparativement a celle de la plateforme
1J75mtK30A (supérieure a 17 mg/ml). Ainsi, les études de cristallogenése n'ont été réalisées que
sur la seule plateforme 1J75mtK30A. La cristallisation a été réalisée par la méthode de diffusion
de vapeur en goutte assise (annexe D.2), en adaptant les conditions décrites pour I'obtention de
la structure 3D de 1J75 [260]. La cristallisation a été obtenue en présence d’ADN Z double brin
dans les conditions suivantes : 25% PEG 4K / 0.2M Na/K Phosphate / 0.1IM MES pH=6.0. Nos
résultats différent de ceux présentés par plusieurs points : les conditions de cristallisation (15%
PEG 4K / 0,1 mM MES, pH 6,0 / 0,1M phosphate d'ammonium), le tfemps nécessaire a l'obtention
de cristaux (1 a 2 jours contre 6 a 9 jours) et sur la nature des cristaux obtenus : dans nos
conditions expérimentales, deux formes cristallines ont été obtenues, prismatique et aciculaire,

dans le méme puit de cristallisation. Leurs photos respectives sont montrées sur la figure VI-17.

A N\

Cristal <« ajguille » 2,84 Cristal <« prisme » 1,74

J

Figure VI-17 : Photographies des cristaux du complexe 17756mtK30A avec un ADN Z double brin. Les cristaux prélevées
sont de forme aciculaire (partie A) et prismatigue (partie B).
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VI.3.2-B Affinement de la structure

Les deux structures ont été résolues par remplacement moléculaire, a partir de la structure 3D

de la protéine 1J75 (matériels et méthodes). Le cristal de structure prismatique, dénommé

K30A-2 de résolution la plus basse de 1,7A a permis l'analyse de la topologie du motif de liaison.

Sa structure a été déposée dans la PDB (2HEO). Elle est représentée sur la figure VI-18.

~

chaine A chaines B et E chaine D

[1375 mt KSOA][ ADN Z double brin ][1175 mt K30A]

( Ala 30
,- Lys 64
Tyr 65

Ser 62

Figure VI-18: Structure du
complexe  1J75mtK30A  en
interaction avec un double brin
dADN Z Les structures
protéigues (en gris) et IADN Z
(en orange) sont représentées
en mode <« cartoon» Les
résidus du motif de liaison (en
rouge) sont représentés en
mode « stick ».

La validation de la structure a été obtenue par la réalisation « d'omit-map » présentées sur la

figure VI-18bis. Les résultats de I'affinement sont présentés dans le tableau VI-18ter.
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7

Figure VI-16bis : Les « omit-maps » présentées ont €té calculées d partir de cartes de densité électronigue Z2Fo-Fc
moyennées (contours d 1g). Al et DI correspondent aux contours des résidus N13 d V40 (chaines A et D), en absence de
modéle pour ces mémes résidus. A2 et D2 correspondent aux contours des résidus P41 a 669/670 (chaines A et D), en
absence de modéle pour ces mémes résidus. B et E correspondent aux brin dADN Z (chaines B et E).
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Statistiques aprés collecte des données

Dénomination K30A-4 K30A-2
Forme du cristal aiguille prisme
Groupe d'espace P6522 P61

Paramétres de maille(A)

et

Résolution (A)

Réflexions mesurées/uniques

a=b=63,15, c=72,97
a=p=90,00, y=120,00
65-2.,8

13344 / 2239

a=b=79,91, c=55,33
a=p=90,00, y=120,00
65-1,7

155589 / 22226

Complétude (%) 95,7 (97 6) 99,9 (100,0)
Rmerge (%) 9,7 (32,1) 8,2 (417)
Rapport I/0 (I) 13,7 (4,8) 16,1 (3,1)
Multiplicitée 6,0(6,4) 7.0 (7,0
Facteur de température B (A?) 55,7 25,8
Statistiques aprés affinement
Rfacteur (%) / Rfree (%) 196 /32,3 241/ 305
RMS bond (A) 0,023 0,013
RMS angle (A) 2,200 2,007
RMS chiral (A) 0,120 0,158
Fom (%) 0,716 0,763
Nombre d'atomes
Protéine A 460 477
Protéine D 459
ADN B 123 124
ADN E 124
Eau w 49 228
Facteurs de température B moyenné (A2)
Protéine A 33,594 31,956
Protéine D 32,521
ADN B 31,057 30,024
ADN E 31,216
Eau w 30,532 41,758

Tableau VI-16bis: Résultats de laffinement des structures de K30A-2 et K30A-4 par SCALA (« matériels et
méthodes »).Pour le cristal K30-4, /affinement nayant pas été achevé, les valeurs en rouge sont donc montrées, d titre

d'information.

VI.3.2-C Description de la structure

Les structures 3D des deux chdines A et D de la plateforme 1J75mtK30A obtenues (code PDB
2HEO) ont été comparées a celle de la plateforme 1J75wt (code PDB 1J75), via le calcul de
RMSD effectué sur les atomes Ca de la chdine principale ou sur les atomes Ca et Cp des résidus

du motif de liaison. Les résultats sont présentés dans le tableau VI-19.
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1J75 1B6K

Variants de | Chaine | Ca (résidus 113- | Ca, Cp (résidus 113- Ca, Cp Ca, Cp
1575 169) 169) (motif) (motif)
1J75mtK30A A 0,34 0,45 059 0,88
1J75mtK30A D 0,49 0,59 0,54 0,84
1J75 (wt) A na. na. 035

Tableau VI-19 : Comparaisons des structures 3D de 1776mtK30A, 1075 et 1BGK. Les RMSD (en A) sont calculés sur les
positions des atomes Ca de tous les résidus de le protéine (Ca des résidus 113-169), les atomes Ca et CB de tous les
résidus de le protéine (Ca, CB des résidus 113-169), et les atomes Ca et Cp des résidus du motif (Ca, Cp motif).

La topologie du motif a été comparée a celle du motif de liaison de la BgK. : les valeurs des RMSD
calculées sur les positions des atomes Ca et Cp du motif de liaison (BgK et 1J75mtK30A) ou des
résidus topologiquement équivalents dans la structure 1J75, sont inférieures & 0,88 A. Ceci
montre que la topologie du motif transféré est similaire, en ce qui concerne l'orientation relative
des chdines latérales, a celle observée dans la structure du ligand de référence. Il est d noter
que ces valeurs demeurent inférieures a la valeur du RMSD_MAX (1 A) utilisée lors de I'étape de
recherche topologique. Ces résultats montrent que la structure tridimensionnelle de
1J75mtK30A (chdines A et D de 2HEO) est tres similaire a la structure 1J75 pour ce qui
concerne le chatne principale (RMSD Ca 113-169 < 0.59 A) mais également les chdines latérales
(RMSD Ca, Cp < 0.59 A). Les mutations réalisées pour l'insertion du motif de ligison de la BgK sur
la protéine 1J75 n'ont donc pas entrdiné de modification de sa structure 3D. Ceci est également
illustré sur la figure VI-20, laquelle représente la superposition des chdines principales de la

protéine 1J75mtK30A (2HEO, chdine A et D) avec celle de la structure 1J75.

e
1J75 mt K30A
chaine A

|

1375 mt K304
chaine D

|

1J75 wt Position 65
chaine A TV

Position 32
& F

‘\ Position 65
Position 64 7 £

A—-K s
\, J
Figure VI-20 : Représentation en mode « ribbon » des plateformes 1J75wt (en noir) et mtK30A (en rouge pour la chaine
A et en bleu pour la chaine D). Les atomes Ca et (B des chaines latérales des positions 32, 62, 64 et 65 du motif
identifiés sont représentées en mode « stick ». Daprés les valeurs de RMSD calculées, il ny a pas de différences de
structures entre chacune de ces plateformes.
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L'examen de la structure de 1J75mtK30A révele cependant que le rotameére adopté par la chdine
latérale F32 dans la structure 1J75mtK30A (configuration t x;=180°) est différent de celui
adopté dans la structure de la BgK (configuration g+, x;=-60). Le motif de liaison de la plateforme
1J75m1K30A, superposé a celui de la BgK, est représenté sur la figure VI-21. L'examen de cette
structure suggére néanmoins que la configuration frans est accessible a la chdine latérale F32,

car aucune géne stérique ne semble pouvoir empécher ce changement de configuration.

f N
1I75mt (Gris)

BgK (hoir)
e 7

Figure VI.21: Représentation des structures de la BgK (noir) et de la protéine 1775mt (gris), superposées. Les protéines
sont représentées en mode « ribbon », les résidus en mode « stick » et colorés selon le type de résidu : Phe en bleu, Ser
en cyan, Lys en vert et Tyr en orange (les couleurs sont claires pour la BgK).
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VI.3.3 Conclusion

Les résultats des expériences réalisées, afin d'évaluer I'impact du transfert du motif de liaison
sur la structure 3D des plateformes, ne montrent pas de conséquence significative sur la
structure 3D des plateformes produites (dichroisme circulaire, annexe D.1;
radiocristallographie, annexe D.2). Si la caractérisation structurale, réalisée dans le cas de la
plateforme 1J75mtK30A, permet de définir, sans ambiguité, sa structure tridimensionnelle,
d'autres expériences (radiocristallographie ou RMN) seraient nécessaires pour caractériser la

structure 3D des autres plateformes synthétisées.
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VI.4 évaluaﬂon expérimentale des ligands protéiques

Le principe général de la méthode des tests de liaison par compétition ainsi que les conditions

expérimentales sont décrites dans I'annexe D.3.

VI.4.1 Caractérisation de |'affinité

La ligison des différentes plateformes produites au canal Kvl.2, a été déterminée en réalisant
des tests de liaison par compétition via le déplacement d'un analogue radio-marqué de la BgK
[281] (annexe D.3). L'affinité a été mesurée sur des membranes de cellules, surexprimant le canal

Kvl.2. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau VI-22.

Sur Kvl.2 Plateformes protéiques BgK
Ki en uM nH Ki en pM nH
| 1375wt 259:95 | 088:013 60+ 20 121:033
| 1375 mt 151:0,7 | 117:045 69+ 17 117 £ 0,39
-K30A 29+14 1,06 = 0,46 77:74 135+ 0,40
-K17A 17:05 070:0,23 76+ 34 125+0,18
-K64A 64:18 1,09 + 0,45 110 + 90 1,08 + 0,21
-F32A 38:11 0,86+0,36 94+ 17 136+ 0,14
-c38V 38:04 0,87+0,23 122+ 115 103:013
-FSKY/A 173:60 0,84:0,22 142 + 50 120+0,29
| 1cKK wt 23:05 | 12:0.2
| 1CKK mt 16+05 | 13:06
| 1HZ6 wt >100 |
| 1HZ6 mt > 100 |
| 1H50 wt 11+ 04 | 093:014
|  1H50 mt 05301 | 096+023
-KY/AA 66+32 0,97:0,23
-KY/EY 75:4,1 155 + 0,38

Tableau VI-22 : Résultats des tests de liaison par compétition. Les valeurs de Ki, pour chaque plateforme, sont obtenues
par le déplacement d'un analogue radiomarqué de la BgK vis-a-vis du canal Kv1.2.

Parmi les plateformes testées, seules les plateformes 1HZ6, wt et mt, ne déplacent pas
I'analogue radiomarqué, et ce, pour des concentrations allant jusqu'a 100 pM. Les autres
plateformes montrent en revanche un déplacement de I'analogue radiomarqué de la BgK, avec des
constantes d'inhibition de l'ordre du pM: de 05 a 259 pM. Ces résultats suggerent que
I'application des critéres stériques et de similarité électrostatique avec la BgK, permet de
sélectionner des structures protéiques dont les propriétés globales les rendent capables

d'interagir avec le canal Kv1.2, au site de liaison de la Bgk.
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Les tests réalisés permettent également d'évaluer I'effet de I'insertion du motif sur la liaison au
canal Kvl.2. L'introduction du motif de liaison de la BgK sur les différentes plateformes
produites entrdine, dans chaque cas, une augmentation de I'affinité par rapport a la protéine
native. Cette augmentation est cependant variable suivant les plateformes : facteur 17 pour la
protéine 1J75mt, facteur 2,2 pour 1H5Omt et facteur 1,4 pour 1CKKmt. Sous I'hypothése que le
mode de liaison des plateformes natives (wt) est similaire a celui des plateformes portant le
motif transféré (mt), l'interprétation des différences observées doit prendre en compte la
nature des résidus présents dans les plateformes natives. En effet, ces résidus sont
susceptibles de fournir des contributions défavorables ou favorables a la liaison au canal Kv1.2.
Le tableau VI-23 représente les acides aminés natifs présents aux positions substituées lors du

transfert de motif.

Tableau VI-23 . Comparaison
Position n°1 | Position n°2 | Position n°3 | Position N°4 | des résidus présents dans les
plateformes  natives  aux

BgK Phe 6 Ser 23 Lys 25 Tyr' 26 positions topologiguement

1CKK Phe 26 Ser 6 Thr 8 Thr 9 équivalentes d celles du motif
de liaison de la BgK.

1H50 Glu15 Arg 31 Arg 33 Trp 34

1J75 Gly132 Glu 162 Ala 164 Thr 165

Pour la plateforme 1H50, les résidus natifs dans la position topologiquement équivalente a celle
des résidus K25 et Y26 de la BgK, sont respectivement R33 et W34. Pour ces deux positions, les
substitutions réalisées lors du transfert du motif n‘entrdainent donc pas de modification du type
de résidu (couple de résidus basique/aromatique). Une observation similaire est faite concernant
la plateforme 1CKK, dont les résidus F26 et S6é sont topologiquement équivalents aux résidus Fé
et S23 du motif de liaison de la BgK. Ces éléments sont, sans doute, partiellement responsables
des faibles variations d'affinités observées pour les plateformes 1CKK et 1H50, entre les formes
natives et modifiées, aprés transfert du motif. Afin d'estimer plus amplement l'influence des
résidus du motif transféré sur la liaison au canal Kv1.2., une série de variants des plateformes

1H50 et 1J75 ont été produits.

VI.4.1-A La plateforme 1H50

Nous avons produit deux variants de la plateforme 1H50 mt. Le premier, désigné 1H50-KY/AA,
correspond d la substitution des deux résidus, K33 et Y34, de la diade de 1H50mt, en alanine. Le
second, désigné 1H50-KY/EY, correspond a une inversion de charge par la substitution du résidu
K33 en acide glutamique. Pour ces deux variants, l'affinité mesurée pour le canal Kvl.2 a été

diminuée de facteurs 13 et 15 respectivement par rapport a la plateforme 1H50 mt (tableau VI-
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22). Ces résultats sont donc en accord avec I'hypothése que les résidus transférés aux positions
33 et 34 de la plateforme 1H50 soient effectivement impliqués dans l'interaction avec le canal

Kvl.2.

VI.4.1-B La plateforme 1J75

Afin de mieux caractériser l'interaction de la plateforme 1J75mt avec le canal Kv1.2, trois
variants impliquant le motif de liaison ont été réalisés: 1J75mtK64A, 1J75mtF32A et
1J75mtFSKY/A. La substitution en alanine des résidus équivalant aux résidus F6 et K25 de la
BgK, sur la plateforme 1J75mt entrdine respectivement une diminution d'affinité d'un facteur
25 et 42 pour le canal Kvl.2. La substitution simultanée des quatre résidus du motif
(1375mtFSKY/A) entrdine une diminution de l'affinité de la plateforme par un facteur 11,3 sur
Kvl.2.

La caractérisation du mode de liaison de la plateforme 1J75mt a été poursuivie, par la production
de deux autres variants, par la substitution de résidus lysine présents a la surface de la
plateforme 1J75mt. Le premier de ces résidus (K17) est situé sur la face opposée a la région
d'interaction avec le canal Kv1.2 dans le mode de liaison de 1J75mt reproduisant la position du
motif FSKY de la BgK et par conséquent distant de l'interface avec le canal. Le second (K30) est
localisé a proximité de l'interface avec le canal Kvl. La structure de ces variants est représentée
sur la figure VI-24. Le variant 1J75mtK17A ne présente aucune variation significative de
l'affinité par rapport a la plateforme 1J75mt (tableau VI-22). Cependant, le variant
1J75mtK30A montre une faible diminution de I'affinité pour le canal Kv1.2, en comparaison a la
plateforme 1J75mt (tableau VI-22). Ces résultats sont cohérents avec I'hypothése que la
plateforme 1J75mt interagit avec le canal Kvl1.2, par le motif de liaison fransféré, en

reproduisant la topologie du motif FSKY de la BgK par rapport au canal.
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[Mu*ran'ts ponctuelles : K17A et KSOA]

.

K304
{preche du metif)

562
F32
Y&5
%_/
[ Modéle d'interaction Kvl .2-1J75mt [Motif de liaison : F32/562/K64/Y65
% y

Figure VI-24 : Modéle d'interaction du complexe Kvi.2(en blanc)-1775mt (en gris). Les positions des mutations KI7A et
K30A (en jaune) sont indiquées sur la partie gauche. La premiére mutation est effectuée a distance du site d'interaction
supposé, la seconde étant d proximité. Les protéines sont représentées en mode « cartoon », les résidus du motif en
mode « sphere » et « dot », les résidus K17 et K30 en mode « dot » et « stick ». Les résidus du motif sont colorés ainsi :
F32 en bleu, S62 en cyan, K64 en vert et Y65 en orange.
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VI.4.2 Modeéles d'interaction ligands/Kv1 .2

Les résultats décrits précédemment sont cohérents avec I'hypothese que les plateformes
étudiées interagissent avec le canal Kv1.2 dans un mode de liaison dans lequel les résidus du motif
transféré occupent une position similaire a celle occupée par ces mémes résidus dans
I'interaction BgK/Kv1.2. Cependant, l'observation que les plateformes 1HZ6, wt et mt, soient
incapables de déplacer I'analogue de la BgK du canal Kv1.2, nous a incité a caractériser en détails
les conséquences du mode de liaison des plateformes, notamment en terme d'interaction
microscopique. Pour cela, plusieurs modéles moléculaires de complexes des 4 plateformes
produites (1J75mt, 1CKKmt, IH50mt et 1HZ6mt) avec le canal Kv1.2, ont été réalisés (annexe
D.4). L'analyse de ces différents modéles (annexe B.3) permet d'évaluer les implications du mode

de liaison supposé en termes de propriétés globales et d'interactions microscopiques.

VI.4.2-A Propriétés globales

Le tableau VI-25 reporte les valeurs des parametres analysés pour les différents modéles.

PARAMETRES GLOBAUX

LIGAND 1B6K | 1J75mt | 1H50mt | 1CKKmt 1HZ6mt
AASA interface totale (en A?) | 1583 | 1989 1384 1856 2031
AASA interface ligand (en A?) | 782 | 889 703 991 964

% ligand & l'interface | 49,4 | 447 50,8 53,4 475
Nb résidus interface | 16 | 24 15 16 23

% résidus non-polaires | 375 | 500 465 62,5 43,5
Volume vide a l'interface (en A®) | 1290 | 1704 1326 1635 1872
Gap index (en A) 1,65 1,92 1,89 1,70 1,89

Tableau VI-25 : Paramétres calculés dans les modéles dinteraction de la partie S5-S6 du canal Kvl.2 avec la BgK et les
plateformes 1J75mt, IH50mt, ICKKmt et IHZ6mt. Gap Index: rapport (Volume vide d linterface / Aire de linterface).
Les valeur supérieures sont indiguées en rouge, celles inférieures en bleu.

Le premier parameétre caractéristique d'un complexe correspond a la taille de l'interface. La
variation de surface accessible au solvant est comprise entre 1384 A? (pour 1H50mt) et 2031 A?
(pour 1HZ6mt). Chaque plateforme y contribue de fagon variable, de 44,7 a 53,4%. Le nombre de
résidus, coté ligand, présents a l'interface est également variable, de 15 (pour 1H50Omt) a 24
résidus (pour 1J75mt). Cependant de telles variations ont été observées lors de I'analyse
d'hétéro-complexes [52, 131, 139, 138, 159]. De la méme fagon, la fraction de résidus non
polaires présents a l'interface est également variable de 37,5 pour la BgK a 62.5 % pour 1CKK.
Toutefois, la comparaison de plusieurs ligands de protéases a serine (chapitre IV) a démontré

que de telles fluctuations peuvent &tre observées pour des ligands d'une méme cible.
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La complémentarité de surface des deux partenaires peut-étre évaluée par le calcul du volume
d'interface, or celui-ci dépend de l'aire de linterface. L'utilisation du « Gap Index »,
correspondant a la normalisation du volume d'interface sur l'aire de celle-ci, permet de comparer
la complémentarité de surface de plusieurs complexes. Les valeurs de cet indice, calculées pour
les 5 complexes, sont comprises entre 1,65 A et 1,92 A ce qui montre que la complémentarité de
surface entre les différents ligands et le canal Kv1.2 se situe dans la gamme observée dans des
hétero-complexes dont les structures sont accessibles dans la PDB [139] ou aux valeurs calculées
dans les protéases a serine étudiées au chapitre IV. Néanmoins, la faible compacité mesurée
pour la plateforme 1375 par rapport a la BgK, pourrait expliquer, en partie, une affinité observée

plus faible.

VI.4.2-B Interactions microscopiques

Les modéles de complexes réalisés au cours de ce travail permettent également d'analyser les
conséquences du mode de liaison supposé des différentes plateformes, en termes d'interactions
microscopiques et de comparer les résultats a ceux observés pour le complexe de référence,

BgK/Kv1.2. Ceux-ci sont présentés dans le tableau VI-26.

INTERACTIONS MICROSCOPIQUES

LIGAND 1B6K | 1J75mt | 1H50mt = 1CKKmt 1HZ6mt

Liaisons hydrogéne | 10 | 1 9 5 9

Densité de liaison H | 13 || 12 13 05 09

Ponts salins | 3 | 5 3 3 4
Charge positive/négative | 3/0 | 3/2 3/0 3/0 1/3

Charge nette globale | 5 | 5 8 6 -1

Charge nette de l'interface | 5 | 3 5 3 -1

Nb charge interface | 5 | 7 7 5 1

Nb charge interface non compensées 2 2 4 2 7

Tableau VI-26 : Paramétres calculés dans les modéles dinteraction de la partie S5-S6 du canal Kvl.2 avec la BgK et les
plateformes 1J775mt, IH5Omt, 1ICKKmt et 1HZ6mft.

Liaisons hydrogéne

Parmi ces interactions, les liaisons hydrogéne jouent un rdle prépondérant dans l'association de
deux protéines. Leur analyse a été réalisée en utilisant les paramétres du programme HBPLUS
(annexe B.3) [282, 283]. Il a été montré, par I'étude de complexes protéiques, que le nombre de
liaisons hydrogéne dépend de l'aire de l'interface. Nous avons donc calculé, pour chaque complexe,
le rapport de nombre de groupements du ligand impliqués comme dohneur ou comme accepteur

dans une ligison hydrogene sur l'aire de l'interface avec la cible. Les résultats montrent, pour
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1J75mt et 1IH5Omt, des résultats trés proches de la valeur calculée pour la BgK (1,3 liaison / 100
A?). Les densités superficielles de liaison H sont plus faibles pour 1HZ6mt (0,9 liaison / 100 A?)
et pour 1CKKmt (0,5 liaison / 100 A?). Ces derniéres valeurs, bien que plus faibles, restent
toutefois dans la gamme des valeurs observées expérimentalement grdce a I'étude de complexes

protéine-protéine déterminées par diffraction X [52, 139, 159].

Aspects électrostatigues : le potentiel électrostatique

Les interactions électrostatiques constituent le second type d'interaction ayant un réle
prépondérant dans la reconnaissance et I'association de protéines entre-elles. Leur analyse a été
réalisée en utilisant, pour les résidus chargés, le pKa de ces acides aminés a I'état libres et a pH
= 7. De cette maniére, la charge nette globale des 5 plateformes varie de -1 (IHZ6mt) a +8
(IH50mt), mais s'avere proche pour les protéines 1J75mt, 1BGK et 1CKKmt (+5, +6 et +5
respectivement). Or, comme nous l'avons vu précédemment, dans le cas des protéases a serine
(chapitre IV), divers ligands, dont la charge nette est variable, sont capables d'interagir avec une
méme cible, au méme site d'interaction. Cependant, ce méme travail a également montré que les
potentiels électrostatiques, dans la région de linterface, peuvent &tre corrélés, malgré des
charges nettes globales trés différentes. D'autre part, le degré de similarité du potentiel
¢lectrostatique est plus élevé, en considérant la région de l'interface, plutét que I'ensemble de
I'espace. Le potentiel électrostatique de ces 5 protéines a été calculé par la résolution de
I'équation de Poisson Boltzmann en utilisant leurs structures 3D respectives, obtenues d I'issue de
la phase d'affinement (annexe D.4). La figure VI-21 montre les valeurs de potentiel obtenues,
représentées a la surface de ces 5 structures. La région d'interaction avec le canal Kvl.2 est

indiquée a l'aide d'un cercle rouge.

r
I Ligand [ Site de linicon oux canoux Kvl.1 et Kvl.2 ]

(G=m) (0w

Figure VI-21: Comparaison des potentiels électrostatigues des différentes plateformes produites, calculés par la
résolution de I'équation de Poisson-Boltzmann. Les potentiels sont représentés sur la surface accessible au solvant de la
molécule (rouge (-5ksT/e), bleu (+5ksT/e)).
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Cette figure montre que les plateformes 1J75mt, 1H50mt et 1CKKmt présentent, a leur surface,
dans la région ou se situe le motif FSKY, des potentiels électrostatiques similaires a celui calculé
pour la BgK dans la méme région. Dans le cas de 1HZ6mt, le potentiel dans la région du motif est
également positif mais d'amplitude plus faible. Ces observations peuvent &tre comparées aux
indices de similarités calculés au chapitre V pour ces mémes plateformes, ces derniers étant
significativement plus élevés pour 1J75mt, 1CKKmt et 1H5Omt (respectivement 0,72, 0,89 et
0,94) que pour 1HZ6mt (0,31). Il faut cependant noter que, dans le cas des complexes de serine
protéases (chapitre IV), les valeurs d'indices de similarité de potentiel électrostatique, dans la

région d'interaction, entre certains ligands de la méme cible, étaient inférieures a 0 4.

Interactions électrostatigues microscopiques

L'analyse des potentiels, exposée précédemment, ne permet toutefois pas d'appréhender les
aspects microscopiques des interactions électrostatiques. Nous avons donc analysé les modéles
des complexes des différentes plateformes afin de localiser, a l'interface des deux partenaires
protéiques, les groupements possédants des charges nettes positives ou négatives. La premiere
conséquence de la présence de tels groupements da linterface est I'existence possible
d'interactions électrostatiques défavorables a la liaison dues a la présence des groupements
portant des charges de méme signe et proche dans I'espace. De telles répulsions électrostatiques
peuvent tre mises en évidence en identifiant les paires de groupements chargés de sighe opposé
situé de part et d'autre de l'interface a une distance inférieur a 6 A. Dans les 5 modéles, aucune

répulsion de ce type n'a été mise en évidence.

Les groupements chargés peuvent également &tre responsables de la formation de ponts salins
qui constituent un cas particulier dinteraction électrostatique entre deux groupements
possédant une charge nette de signe opposé. Le nombre de groupements, impliqués dans des
ponts salins a l'interface, entre le canal Kv1.2 et les différents ligands, est compris entre 3 (pour
la BgK) et 5 (pour 1J75mt). Certes, aucune contrainte explicite n'a été appliquée au cours de la
recherche /n silico afin d'identifier les plateformes possédant des groupements susceptibles de
former des ponts salins. Cependant, la présence de ces groupements pourrait permettre la
sélection de plateformes sur la base des critéres électrostatiques. En effet, si ces derniers sont
déterminés par I'ensemble de la distribution de charge de la protéine considérée, les résidus
portant une charge nette, présents a l'interface contribuent de fagon importante au potentiel
¢lectrostatique, au niveau de la zone l'interaction. De plus, I'analyse détaillée des interfaces

montre que les groupements des ligands impliqués dans les ponts salins avec le canal Kv1.2
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portent des charges positives pour 1BGK, 1CKKmt et 1H50mt. De méme, a linterface du
complexe 1J75mt-Kvl.2, trois groupements, portant des charges positives impliquées dans des
ponts salins, mais également deux groupements, portants de charges négatives, ont été
identifiés. La situation est différente pour 1HZ6mt, puisqu'un seul groupement de l'interface
portant une charge positive est impliqué dans un pont salin avec le canal, trois autres ponts salins
impliquant des résidus de la plateforme portant des charges négatives. L'analyse de la zone
d'interaction de la cible, en termes de résidus chargés, permettrait lors de la recherche,

d'introduire des contraintes supplémentaires pour la sélection des plateformes.

Nous avons également analysé les 5 modéles de complexes afin de déterminer le nombre total de
groupements, portant une charge nette, positive ou négative, présents a l'interface. Ce nombre
est tres variable : 5 groupements chargés pour les modeéles 1BGK et 1CKKmt, 7 pour les modeéles
1J75mt et IH50mt et 11 pour le modele 1HZ6mt. De ce fait, il existe a l'interface avec Kv1.2,
des groupements possédant des charges nettes qui ne sont pas stabilisées par I'établissement
d'un pont salin (nombre de charges nettes a l'interface - nombre de ponts salins). L'analyse des
complexes de protéases a sérine réalisée dans le cadre de ce travail (chapitre IV) a également
montré la présence, en moyenne, de 3+2 charges non compensées a l'interface (dans 3 cas sur 27
les valeurs sont néanmoins supérieurs a cette derniére). Dans le cas des modéles des plateformes
produites au cours de ce travail : les structures de 1BGK, 1J75mt et 1CKKmt montrent 2 charges
nettes non compensées, 1H50mt, 4, et 1HZ6mt se distinguent par un nombre plus important, de
7 charges nettes non compensées. Cette observation pourrait tre, a l'origine, de I'absence de
ligison au canal Kv1.2 observée pour cette derniére plateforme. En effet, lors du processus
d'association, les charges présentes, dans la zone d'interaction, sont désolvatées ce qui
s'accompagne d'une contribution défavorable a la variation d'énergie libre de liaison. Cette
contribution est compensée, dans le cas ot la charge nette considérée est impliquée dans une
interaction forte (type pont salin), avec la molécule liée. En l'absence de compensation, la
présence de charges non compensées a l'interface constitue donc un facteur défavorable a la
liaison [284, 285]. Dés lors, la conséquence du positionnement de la plateforme 1HZ6mt par
rapport au canal Kvl.2 aurait donc pour conséquence l'enfouissement de 7 charges nettes
incapables de compenser la contribution électrostatique de désolvatation par une interaction
forte. Ces constations expliquent, probablement, les résultats obtenus lors des tests de liaison

par compétition, a savoir que la plateforme 1HZ6émt ne déplace pas I'analogue de la BgK.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

« I/ ne suffit pas de dire : je me suis trompé . il faut dire comment on s'est trompé »
(C. Bernard)
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Atouts et limitations de la méthode

Identification du Motif

La méthode de conception de ligands protéiques développée au cours de ce travail repose sur le
transfert d'un motif de résidus, jouant un réle prépondérant dans une interaction donnée (ligand-
cible), sur une plateforme capable de reproduire la topologie fonctionnelle de ce motif.
L'identification du motif repose sur un travail « d'alanine scanning » réalisé antérieurement sur la
BgK. Ce travail a permis d'identifier plusieurs résidus dont le remplacement, par un résidu
alanine, entrdine une augmentation significative de la variation d'énergie libre standard associée
a la liaison aux canaux Kvl. Formellement, sur le plan thermodynamique, cette variation résulte
d'une déstabilisation de I'ensemble des conformations accessibles au systéme a I'état lié par
rapport a I'état libre. Les résultats obtenus par cette approche sont généralement utilisés en
référence a un complexe, entre les deux partenaires, comme lindication que les résidus
concernés du ligand établissent des interactions spécifiques avec la cible, et qui se trouveraient
rompues lors du remplacement du résidu considéré en alanine. Cependant, la source des variations
observées dans I'énergie de liaison des variants par rapport a la protéine native est complexe et
I'interprétation indiquée précédemment n'est pas univoque : les variations observées peuvent
résulter de plusieurs phénomeénes. Les phénoménes impliquant directement le résidu substitué
sont la diminution des interactions de Van der Waals, la perte d'une interaction électrostatique
(dans le cas ou celle-ci apporterait une contribution favorable a la liaison comparée au bilan de
solvatation des charges), la suppression d'une ligison hydrogéne ou l'exposition au solvant de
surface non polaire. Toutefois, la variation observée peut également résulter dautres
phénomenes comme un changement conformationnel local, une déstabilisation de la structure, une
augmentation du désordre du ligand a I'état lié, de I'agrégation ou d'un dépliement plus global.
Beaucoup de ces effets sont tres difficiles a mettre en évidence expérimentalement [286]. II
appardit donc que l'interprétation des résultats issus de « l'alanine scanning » est délicate,
particulierement concernant leur aspect quantitatif. Ce point doit &tre pris en considération dans
les approches de conception de ligand protéiques par transfert de motif, la sélection du motif a
transférer devant se faire sur la base de données expérimentales et/ou structurales

complémentaires.

Dans le cas étudié, la participation des résidus K25 et Y26 de la BgK et leur réle dans

I'interaction avec les canaux Kvl ont été mis en évidence par des travaux « d'alanine scanning ».
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Cette observation a été corroborée par l'identification de résidus équivalents a la paires K25,
Y26 dans plusieurs autres toxines d'anémone de mer mais également de scorpion possédant des
repliements différents de celui adopté par la BgK et capable de lier ces mémes canaux [200,
216]. Le mode d'interaction de ces toxines avec les canaux Kvl a été déduit d'études de
modélisation moléculaire utilisant des données expérimentales [217, 218] et a pu &tre caractérisé
expérimentalement dans le cas de l'interaction de la charybdotoxine avec le canal potassique
KcsA, modifié par transfert de résidus des canaux Kv humains, impliqués dans l'interaction avec
les toxines [226]. Ces résultats confortent l'interprétation des résultats « d'alanine scanning »
de la BgK et montrent le réle de ces résidus dans l'interaction avec les canaux Kvl, en particulier
I'interaction du groupement ammonium du résidu lysine de la diade avec le pore du canal,
permettant d'établir des interactions avec plusieurs groupements carbonyles. Cependant, comme
nous l'avons déja souligné, les aspects quantitatifs des expériences « d'alanine scanning » peuvent
difficilement &tre interprétés en termes d'interaction localisée. Ainsi, la substitution en alanine
des résidus transférés sur la nouvelle plateforme peuvent ne pas reproduire quantitativement les
observations faites sur la plateforme de référence. Ceci est effectivement observé sur les
différentes plateformes étudiées, ou les variations d'affinité entrainées par le remplacement en
alanine de certains résidus du motif sont significativement plus faibles que celles observées sur
la plateforme de référence. L'application de notre approche a d'autres interactions pourra
permettre de documenter cette question afin d'étudier la validité et les limites de la méthode

« d'alanine scanning » pour |'étude des interactions protéine-protéine.

Diversité de Solutions

La diversité des solutions obtenues au cours de ce travail est une caractéristique fondamentale
de cette approche de conception de ligands. L'incertitude, propre aux outils et aux méthodes
utilisés dans les différentes étapes, entrdine un inévitable taux de résultats incorrects (des
plateformes se révélant incapables de lier la cible considérée ou possédant des affinités trop
faibles). Ceci est particulierement vrai pour les méthodes fondées sur la structure, qui utilisent
les outils et concepts de la modélisation moléculaire. Cette remarque n'est pas restreinte a la
méthode développée au cours de ce travail, mais est générale aux approches fondées sur I'analyse
des structures tridimensionnelles et leur utilisation via des champs de force empiriques qui
permettent difficilement d'estimer les grandeurs thermodynamiques relevantes pour évaluer des
différences de stabilité. C'est d'ailleurs la raison pour laquelle nous avons utilisé, dans le cours de
ce travail, des méthodes de modélisation moléculaires sous contraintes positionnelles dans le seul

objectif de mettre en évidence les conséquences des modes de liaison proposés sur les
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caractéristiques globales des interfaces et les interactions microscopiques entre les deux
partenaires. Par ailleurs, d'autres étapes nécessaires a la production effective des ligands,
congus /n silico, peuvent se révéler difficiles a franchir. Parmi celles-ci, figure la synthése
chimique des composés, dont les rendements de synthése ne sont pas systématiquement
satisfaisants, les étapes de purification, de repliement, et de formation des ponts disulfures :
ces étapes différentes peuvent constituer autant de sources d'échecs interdisant la production
le ligand protéique, empéchant ainsi la caractérisation de l'interaction. Enfin, les conséquences du
transfert du motif sur le processus de repliement et la structure tridimensionnelle adoptée par

la plateforme ainsi modifiée ne peuvent tre prédites avec certitude.

L'ensemble de ces considérations nous ont amené a prendre en charge les incertitudes et le taux
potentiel de solutions ne conduisant pas a la production de molécules capables de lier la cible
considérée, en inscrivant la diversité des solutions comme un objectif de la méthode a
développer. Pour cette raison, la recherche de plateforme a été menée par une analyse
topologique exhaustive de toutes les structures contenues dans la base de données (PDB),
permettant d'exploiter, de fagon systématique, son répertoire structural. Notre méthode tirera
dans l'avenir profit de l'accroissement constant du nombre de structures dans cette base de
données et de la variété des topologies qui y sont décrites. Pour indication, le nombre de
structures contenues dans la PDB était approximativement de 19000 structures au début de ce
travail et dépasse désormais les 40000. Cette recherche systématique a nécessité le
développement d'un outil bioinformatique adapté (programme STAMP). Cet outil permet I'examen
topologique de plusieurs dizaines de milliers de structures de protéines a l'aide d'une méthode
suffisamment rapide pour permettre de parcourir la base de données dans son intégralité.
L'objectif de la méthode est de produire une diversité contrélée de solutions identifiées (afin de
produire ces protéines expérimentalement) par application de critere raisonnable mais robuste
sans surestimation de la performance des méthodes /n silico. L'approche est donc globalement
récurrente, de maniere a contrdler le flux de sortie (entrée en production) et intégrant
implicitement le rendement global propre des phases expérimentales (synthése, purification,
repliement, caractérisation). A la fin de chaque cycle, les contraintes et critéres de tolérance
(nombre de résidus pris en compte dans le motif, tolérance topologique, taille des structures....)
peuvent &tre modifiées afin d'obtenir une nouvelle liste de solutions (figure CP-1). La phase /n
silico de la méthode développée constitue le premier volet d'une approche globale aboutissant a
la conception de ligands protéiques. L'application de cette approche au développement de ligands

des canaux Kv1.2 & permis d'obtenir plusieurs ligands protéiques capables d'interagir au méme
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site de liaison que le ligand de référence. Seules les plateformes 1J75mt, 1H50Omt, 1CKKmt et
1H50mt ont été produites et leur capacité a lier le canal, Kvl.2 évaluées dans le cadre de ce
travail. Plusieurs autres plateformes obtenues par cette approche in silico restent donc a évaluer

expérimentalement.

CFble du ligand Motif de licison du Bangue de struetures
de néférence ligand de référence 3D de pretdines (PDB)
{coerdennées fx.y, z]) {ecorndonndes [x,y,z])

Recherche fopologique 5
| i
Filtre stérique

Critéres de
: recherche et
: de sélection

Etapes de sélection

Controle du
- uamb{'e de
——— solutions

plateformes solutions

Figure CP-1: Schéma de lensemble de la méthode développée. La modification des critéres de recherche et de sélection
permet de moduler le nombre de solution final. Ainsi est-il possible de contréler la diversité de solutions recherchées.

Ainsi, 7 autres plateformes sont aptes a reproduire la topologie du motif de liaison de la BgK
possédant des indices de similarités des potentiels électrostatique (SI) supérieurs a
0.7 :1BNBmt, 1UXDmt, 10QEm*t, 1BOEmt, 1JAEmt, 1A7Fmt, 2PDDmt et 1ERFmt (tableau V-19,
chapitre V). Ceci montre que, malgré I'ensemble des critéres appliqués au cours de la recherche
(présence d'un motif topologiquement équivalent au motif FSKY, taille de la plateforme
inférieure a 70 résidus, mode de liaison n'impliquant pas de recouvrement stérique entre la
plateforme et la cible, potentiel électrostatique similaire a celui du ligand de référence dans la
région d'interaction), nous avons abouti d une diversité de solutions importante. Il convient de
noter que la plupart des approches mises en ceuvre pour la conception de ligand par transfert de
« hotspots » n'utilisaient pas de recherche exhaustive mais exploitaient les propriétés d'une
plateforme particuliere (chapitre I, partie III). La sélection de la plateforme est souvent
réalisée de maniére empirique et motivée par la présence d'un élément de structure secondaire
similaire a celui portant les éléments du motif d transférer [111-125]. Ces résultats ont montré

qu'il était possible, apres optimisation, de concevoir des ligands de haute affinité en transférant
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un motif de liaison sur une plateforme protéique capable de restituer la topologie fonctionnelle
de ce motif. Ces motifs peuvent adopter des topologies extrémement diverses. La recherche
exhaustive dans la PDB de plateformes possédant la topologie requise grdce aux outils
bioinformatiques développés au laboratoire rendra la méthode de développement de ligands par

transfert de « hotspots » applicable a un plus grand nombre de systémes.

Il faut noter que la diversité des solutions identifiées par notre approche /n silico dépend de
nombreux parametres. Nous avons déja évoqué l'influence des valeurs maximales de parameétres
caractérisant la similarité topologique entre le motif présent sur le ligand de référence et le
motif identifié. Toutefois, la diversité des solutions dépend également étroitement du nombre de
résidus composant le motif. Cependant, ce paramétre n'est pas indépendant de la topologie
particuliere dans laquelle se trouve le motif, ni de son caractére discontinu dans la séquence
primaire. En effet, si le motif recherché est constitué de résidus adjacents décrivant une
portion d'hélice alpha, le nombre de solutions identifiées (sans tenir compte d'éventuelles
incompatibilités stériques avec la cible) sera trés important. La classification des repliements
des protéines de la PDB [287] indique que, prés de 70% des protéines contenues dans la base de
donnée de structure que nous analysons, possede des éléments en hélice a (structures contenant
principalement des hélices, ou structures mixtes, hélices et feuillets). Toutefois, si le motif
recherché ne correspond pas a une topologie fréquemment rencontrée dans les structures de la
PDB, alors le nombre de solution retournée sera faible. Le cas des motifs discontinus en séquence
primaire, peut également aboutir d un nombre plus réduit de solutions topologiques convenables,
bien que celui-ci dépend également de la topologie particuliére adoptée par les résidus du motif.
Ainsi, les différents paramétres influant sur la diversité de solutions obtenues, apparaissent
interdépendants. Un des objectifs de la poursuite du développement de cette approche sera

donc d'étudier ces dépendances, in silico, afin d'appréhender au mieux les limites de la méthode.

Structure secondaire et transfert de motifs discontinus

Le deuxiéme aspect contribuant a l'obtention d'une diversité de composés est lié a l'absence de
contraintes sur la structure secondaire de la plateforme recherchée. En effet, comme cela a été
montré dans le chapitre V (partie III), il est possible de reproduire, de maniére satisfaisante, la
topologie du motif de liaison FSKY de la BgK avec des structures secondaires qui sont sans
relation avec celles de la structure du ligand de référence. Dans cette recherche, les résidus
SKY se trouvent dans I'extrémité N-terminale d'une hélice alpha, comme c'est le cas dans le

ligand de référence, dans seulement 30 % des cas (6 plateformes sur 20). Les 14 autres
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plateformes n'ont donc pas été identifiées par la reproduction d'une structure secondaire,
similaire a celle portant les résidus du motif de référence. L'absence de contrainte sur la
structure secondaire participe donc a la diversité des solutions identifiées. Par ailleurs, notre
approche permet d'envisager le transfert de motifs discontinus. En effet, les résidus SKY sont
présents dans I'extrémité N-terminale de la seconde hélice de la BgK alors que le résidu F du
motif se trouve 16 résidus en amont dans la structure primaire. Notre approche permet, sans
aucune contrainte sur la structure secondaire et la structure primaire d'identifier des

plateformes reproduisant la topologie du motif.

Un exemple de 'avantage que peut présenter notre approche est donné par le cas de I'interaction
du CD4 avec la protéine d'enveloppe gp120 du virus HIV-1. La résolution de la structure d'un
complexe gp120/CD4/anticorps monoclonal par radiocristallographie [127] a permis d'élucider les
détails structuraux de cette interaction. Cette structure a révélé que le site de liaison du CD4
sur la gp120 était constitué d'une large dépression de 800 A? et mis en évidence le réle
prépondérant dans l'interaction, d'une boucle appelée CDR2-like constituée des résidus 36 a 47
du CD4. L'examen de cette structure a également révélé le réle du résidu Arg59 du CD4 qui
établit plusieurs interactions avec des résidus de la gp120. L'importance de ces résidus dans la
ligison a la gp120 a été démontrée par des études de mutagenese [288, 289, 290, 291, 292, 293].
Le ligand réalisé pour inhiber la liaison CD4/gp120 a été construit en transférant certains des
résidus présents sur la face exposée du feuillet beta de la séquence 36 a 47 du CD4 sur la
scyllatoxine, une petite toxine animale de 31 résidus. Le résidu R59 du CD4 n'a pas pu étre
transféré dans cette construction. Bien que ces travaux aient permis d'obtenir, apres
optimisation, un inhibiteur puissant de l'interaction gp120/CD4, notre approche permettrait de
prendre en compte explicitement le résidu 59 du CD4 dans la recherche de plateforme et

pourrait conduire a de nouveaux inhibiteurs de l'interaction CD4/gp120.

Considérations énergétiques

La mise en application de notre approche a abouti a la conception de plusieurs ligands protéiques,
possédant des affinités comprises entre 0,5 et 1,6 yM pour le canal Kvl.2. L'affinité la plus
importante s'avére donc de l'ordre de 10* plus faible que celle de la Bgk. Cette valeur appelle
plusieurs remarques. La premiére remarque, concerne le fait que notre méthode comporte des
incertitudes sur le plan de la reproduction des interactions réellement mises en jeu entre le

ligand de référence et la cible. En I'absence de structure du complexe entre les ligands congus et
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le canal Kv1.2, nous ne pouvons pas vérifier la topologie d'interaction exacte des différents
ligands avec la cible. Cette information serait particulierement utile a l'interprétation des
observations faites sur la plateforme 1J75mt ol nous avons pu mettre en évidence que, dans la
structure obtenue par radiocristallographie, le résidu topologiquement équivalent a Fé dans le
motif de la BgK adoptait une conformation différente de celle observée dans cette structure a
I'état libre et dans le modele de complexe BgK/Kv1.2. Par ailleurs, en l'absence de données
thermodynamiques sur l'interaction de référence et sur linteraction des différents ligands
congus, il n'est pas possible de connditre l'origine des variations d'énergie libre associées en
terme de contribution relative enthalpie/entropie. Ces informations sont I'étape initiale, vers la
compréhension des mécanismes a l'ceuvre, lors du processus d'association et permettraient
d'avancer dans la comparaison quantitative de liaison des ligands congus dans le cadre de ce

travail.

Il faut cependant noter, que la différence d'affinité observée entre le ligand de référence et les
trois ligands congus, ne représente qu'une augmentation de 23 kJ.mol™ de la variation d'énergie
libre standard du systéme par rapport a l'interaction de référence. De nombreux travaux ont été
consacrés a l'estimation du coup énergétique des interactions ponctuelles. En particulier,
I'énergie libre de stabilisation correspondant a la formation d'une liaison hydrogene est de -2,09
a 20,9 kJ.mol? (-0,5 a -5,0 kcal.mol™) [294]. L'incidence de la formation d'une seule liaison
hydrogéne sur les constantes d'association peut donc étre voisine d'un facteur 5000. La
différence observée pour les constantes de dissociation des ligands congus par notre approche
par rapport a l'interaction du ligand de référence avec les canaux Kv1.2, pourrait donc &tre

réduite grdce a un travail d'optimisation permettant d'établir un nombre limité d'interactions

ponctuelles.

Perspectives :@ vers une optimisation des ligands..

L'optimisation des plateformes peut &tre réalisée en utilisant les observations faites sur les
modeles moléculaires réalisés au cours de cette étude, afin de mieux caractériser les
conséquences du mode de liaison de ces ligands reproduisant l'interaction du motif transféré
avec le canal Kv1.2. Ces modeles nous ont permis d'analyser les propriétés des interfaces de
chacun des ligands avec la cible et les interactions microscopiques entre les deux partenaires.
Pour les quatre modeéles, les parametres caractérisant la taille des interfaces, la
complémentarité des surfaces et leur composition, la densité superficielle de liaison hydrogéne,

le nombre de charges nettes des interfaces et le nombre de pont salins intermoléculaires, ont
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été calculés. Bien que des différences dans les valeurs de ces paramétres soient observées entre
les quatre plateformes produites et le complexe de référence BgK/Kvl.2, ces valeurs se situent,
néanmoins, dans les limites observées dans l'analyse de complexes issus d'études de
radiocristallographie (chapitre IV) [52, 131, 139]. En particulier, un nombre important de liaisons
hydrogene et de ponts salins est observé dans la plupart des complexes, alors qu'aucune
contrainte spécifique n'‘a été imposée lors du processus de sélection pour reproduire ces
interactions. Ceci suggére, du moins pour partie, que les criteres globaux appliqués, ont des
conséquences en termes d'interactions microscopiques. L'application de critére de similarité des
potentiels électrostatiques a permis, dans certains cas, de sélectionner des plateformes portant
des charges nettes topologiquement équivalentes a celles observées dans le complexe de
référence. La comparaison des résidus du canal Kvl.2 impliqués dans ces interactions
microscopiques, illustre les points convergents et divergents pour les différents complexes. Le
tableau CP-2 reporte les résidus du canal Kv1.2 impliqués dans l'interaction avec le ligand dans la
formation de ponts salins et/ou de liagisons hydrogene pour les modeles des quatre plateformes

produites et pour le complexe de référence Kv1.2/BgK.

| kvi.2 | E353(C) | D355 (A) | D355 (B) A& D355(C) | D355 (D) | R354 (B) | R354 (C) | R354 (D) |
| 1B6K SB SB sC |
| 1375mt SB SB SB SB/SC SB/SC s¢2) |
| 1H50mt SB SB |
| 1CcKKmt SB/SC/MC |
| 1HZ6mt S8 sc sc SB/SC S8 s8/sc |
| kvi.2 | S356 (B) | Q357 (A) K Q357 (B) | Q357 (C) | F358 (A) | D363 (A) | Y377 (A) | Y377 (B) |
| 1B6K MC s42) Mc(2)/sc MC mc |
| 1775mt sC s542) mc |
| 1H50mt MC+SC sC MC mc |
| 1CKKmt sC sC SB |
| 1HZ6mt sC MC mc |
| Kkvl.2 | Y377 (C) | 6378 (A) @ 6378 (B) | D379 (A) | D379 (B) | D379 (C) @ M380 (B) |
| 1B6K mMc Mc |
| 1375mt Mmc Mc sc |
| 1H50mt Mc Mc Mc MC |
| 1CKKmt MC/SB SB SB |
| 1HZ6mt MC MC |

Tableau CP-2 : Représentation des interactions (liaisons hydrogéne et ponts salins) réalisées entre les différentes
plateformes et le canal Kv1.2 dans les modéles moléculaires. Les résidus du canal Kv1.2 impligués sont indigués, ainsi gue
leur numéro de chaine respectif (présenté entre parenthéses).

Dans les quatre modeles, des résidus du canal Kv1.2 peuvent tre impliqués dans des interactions
similaires a celles mises en évidence dans le complexe de référence avec la BgK. Cependant, dans

la plupart des cas, les interactions établies par les ligands, mettent en jeu des résidus différents

-230-



de la cible. Des observations identiques ont été réalisées par I'examen de complexes
cristallographiques, reporté dans le chapitre IV. Il n'est donc pas nécessaire d'utiliser des
contraintes explicites pour pouvoir reproduire le nombre d'interactions (liaisons hydrogene et
ponts salins) comparables a ce qui est observé dans le complexe de référence lors du processus
de sélection. La densité superficielle de groupements, susceptibles de participer a diverses
liaisons a la surface des protéines, permet a la cible de trouver des partenaires pour établir ces
interactions. Ceci est parfaitement illustré par I'observation que certains résidus du canal Kv1.2
sont capables d'établir des ligisons hydrogéne via les groupements donneurs ou accepteurs
présents sur les chdihes principales et ce, malgré les contraintes positionnelles appliquées sur
celles-ci. D'autre part, la plasticité des protéines autorise des modifications conformationnelles
des chdines latérales permettant I'établissement d'interactions intermoléculaires qui doivent
répondre a des critéres géométriques stricts, en particulier concernant les liaisons hydrogeéne.
D'apres le tableau CP-2, de nombreuses chdines latérales de résidus du canal Kvl.2 sont
impliquées dans des interactions avec le ligand alors que ces mémes chdines ne le sont pas dans le

modele d'interaction avec la BgK.

Un aspect important de ces modeles et des interactions microscopiques entre les partenaires,
concerne la présence de groupement du ligand possédant des charges nettes non compensées a
I'interface avec la cible. En effet, comme nous I'avons montré au chapitre VI, dans les quatre
modeles de complexes avec les ligands produits, nous avons pu identifier entre 2 (1J75mt,
1CKKmt) et 7 (1HZ6mt) charges nettes non compensées par la formation de ponts salins a
I'interface avec la cible. Deux groupements portant des charges nettes non compensées ont été
mis en évidence a l'interface BgK/Kv1.2. Au cours du processus d'association entre le ligand et la
cible, les groupements portants des charges nettes présents a linterface doivent &tre
désolvatés. La contribution a la variation d'énergie libre du systéme liée a cette désolvatation est
défavorable a la liaison. [284, 285]. Ceci laisse supposer, que la présence de ces charges nettes a
I'interface, pourrait tre a l'origine de I'absence de liaison observée pour 1HZ6mt (>100 pM).
Ainsi, les modeles d'interactions réalisés pourraient permettre une premiére phase d'optimisation
par la substitution des résidus portant des charges nettes non appariées dans l'interaction avec
le canal Kv1.2. Une étude théorique de l'interaction barnase-barstar a permis de montrer qu'il
était possible d'optimiser la distribution de charge de la barstar pour rendre plus favorable la
contribution de I|'électrostatique a la liaison avec la barnhase [295]. Un travail expérimental
concernant la stabilisation du répresseur Arc a également été réalisé et dans ce cas, une

diminution de 21,32 kJ.mol™ de la constante de dissociation. Le repliement de cette protéine a
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été obtenu grdce a la substitution de résidus polaires ou chargé par des résidus non polaires
[296]. Une ftelle approche permettrait d'optimiser nos plateformes afin d'augmenter leurs
affinités respectives pour le canal Kv1.2. Parmi les plateformes identifiées, trois d'entre elles
présentent des affinités micromolaires pour le canal Kv1.2 : 1CKK, 1H50 et 1J75. Les affinités
observées sont significativement plus faibles que celle de la BgK pour le canal Kv1.2 (environ 50
pM). Toutefois, si une approche d'optimisation électrostatique comme celle réalisée dans le cas
du répresseur Arc permettait d'obtenir une diminution de la variation d'énergie libre de liaison de

20,9 kJ.mol™, les ligands ainsi optimisés posséderaient une affinité sub-nanomolaire.

Des approches plus systématiques pour l'optimisation des ligands congus peuvent tre envisagées.
En effet, la méthode de conception de ligands protéiques développée aboutit a identifier des
plateformes protéiques capables de reproduire la topologie du motif de liaison transféré :
F6/523/K25/Y26. La présentation des chdines latérales des résidus du motif sur la plateforme
sélectionnée, doit permettre de reproduire les interactions ponctuelles observées pour ces
résidus dans le cas du complexe de référence, Bgk/Kvl.2. D'autre part, la présence du motif sur
la plateforme protéique, doit guider l'interaction avec la cible, dans une orientation correcte. La
procédure de recherche et de sélection /n silico aboutit donc a des propositions de ligands, et
conjointement, pour chacun d'eux, a un modéle décrivant l'interaction du ligand avec la cible. Ce
modéle peut €tre exploité, afin d'identifier un certain nombre de positions a modifier. Il est
également possible, d'envisager des approches combinatoires pour la réalisation de ces variants
sur un nombre limité de positions choisies, en exploitant les modeles d'interaction issus de notre
approche. Cette phase d'optimisation peut jouer un rdle trés important dans l'obtention d'un
ligand d'intérét, comme cela a été le cas dans de nombreuses études. Ainsi, dans le cas du
développement de mimes de CD4, les premiers variants possédaient des affinités trés modestes
pour la cible [125]. Cependant, les variants réalisés sur la base de I'analyse structurale ont permis

d'obtenir des affinités importantes, de I'ordre du nanomolaire [126].
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A.1 Bioinformatique et Modélisation Moléculaire

Par le passé, I'évolution des différentes sciences s'est toujours faite de fagon conjointe,
I'amélioration de l'une favorisant I'amélioration des autres. Ceci est d'autant plus vrai pour des
domaines interdisciplinaires tels que la bioinformatique et la modélisation moléculaire. Quelques
dates ont marqué I'évolution de ces domaines, expliquant pourquoi le développement de ces
méthodes est si récent; leur utilisation s'est réellement développée depuis seulement une
trentaine d'années, justifiant les efforts encore a faire dans ces domaines.

1926 : premiére cristallisation d'une protéine : 'uréase

1934 : premier pattern de diffraction du cristal de la pepsine (Bernal et Crowfoot 1934)

1951 : description des éléments de structure secondaire, hélice a et feuillet p.

1953 : détermination de la structure en double hélice de I'ADN par radiocristallographie par Watson et
Crick, qui recevront le prix Nobel pour cette découverte.

1954 : développement de la méthode des «atomes lourds» pour la résolution des phases en
radiocristallographie.

1955 : premier séquengage d'une protéine (I'insuline bovine) par Sanger, qui lui vaudra le prix Nobel

1958 : le ministere de la défense américaine crée ARPA (Advanced Research Projet Agency), dont le but est
de renforcer les développements scientifiques susceptibles d'étre utilisés a des fins militaires.

1969 : 'ARPA crée 'ARPANET, ancétre de l'internet.

1964 : le code génétique est déchiffré (Nirenberg et al. 1964)

1965 : premiére structure de protéine (lysozyme) résolue par radiocristallographie.

1972 : premiere protéine recombinante par P. Berg et son groupe ; mise au point d'un nouveau moyen de
communication : I'email

1977 : description d'une base de données informatisée de structure de protéines: la PDB; mis au point
d'une méthode de séquengage de 'ADN par Maxam, Gilbert et Sanger ; Internet devient une réalité grdce
au protocole de transfert de données TCP/IP

1980 : premier séquengage complet du génome d'un organisme (le bactériophage FX174), qui vaudra a
Sanger, Gilbert et Berg le prix Nobel ; description de la RMN multidimensionnelle pour la résolution de
structures de protéines.

1981 : IBM introduit le PC (Personal Computer)

1985 : description de la PCR par Mullis et son groupe, il recevra la prix Nobel en 1993.

1986 : création de la SWISS-PROT, banque d'informations sur les protéines.

1988 : création du NCBI ; début du projet « Human Genome » ; l'algorithme FASTA pour les comparaisons
de séquence est publié

1990 : le programme BLAST, pour l'alighement de séquence, est implémenté ; le protocole HTTP est mis au
point ainsi que le langage HTML, posant les bases du www.

1991 : le CERN annonce la création du www (World Wide Web) ; création de Linux par Linus Thorvald.

1994 : la compaghie Netscape Communication est fondée et distribue la premiére version commerciale de
navigateur sur internet.

1996 : création de Prosite, une base de données associant a la fois des considérations biologiques et des
éléments de structure (séquences, domaines, efc...)

2001 : le génome humain est publié.

2002 : le CIB (Comité International de Bioéthique) interdit tout brevetage du génome humain

La bioinformatique s'appuie sur la gratuité des informations et des moyens d'étude, de fagon a
promouvoir d'autres découvertes scientifiques et ainsi participer a l'amélioration et au

développement de nos sociétés.
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A.2 La « Protein Data Bank » ou PDB

A.2.1 Historique

La PDB (ou « Protein Data Bank ») est la seule base de données mondiale de structures 3D de
macromolécules biologiques, protéines et/ou acides nucléiques. Elle fut établie en 1971 au
« Laboratoire National Brookhaven », et contenait initialement seulement 7 structures. Cette
derniére fut officiellement présentée en 1977 [297]. En 1998, le « Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics », ou RCSB [298] devint responsable de la gestion de la PDB avec, pour
but, de créer une ressource basée sur les technologies les plus modernes, facilitant I'utilisation
et l'analyse des données structurales permettant ainsi de favoriser la recherche biologique. La
RCSB PDB (*) fournit désormais a la fois un ensemble d'outils et de ressources permettant
I'étude des structures des macromolécules biologiques et leurs relations avec la séquence, la
fonction ou les aspects pathologiques. En 2003, la RCSB PDB intégrait le « WorldWide PDB », ou
wwPDB [299], organisation constituée de trois membres: RCSB PDB pour les USA, MSD EBI
pour I'Europe et PDBj pour le Japon, comme indiqué sur la figure A2-1. L'objectif de la wwPDB est
le maintient d'une archive PDB, unique et uniforme, pour les informations structurales des

macromolécules, gratuite et officiellement disponible a I'ensemble de la communauté [300].

4 N
La PDB, aujourd'hui..
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Figure A2-1: L 'organigramme de l'organisation wwPDB.

* http://www.pdb.org/
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A.2.2 Evolution et perspectives

L'utilisation de la PDB dans les différents projets de recherche en biologie est désormais quasi
incontournable, grdce notamment a I'évolution des techniques de résolution de structure des
macromolécules biologiques comme la RMN et la radiocristallographie (représentant 99,5% des
structures de la PDB), expliquant I'essor de domaines tels que la biologie structurale ou la
génomique structurale. Ces récentes évolutions permettent d'une part, la résolution d'un trés
grand nombre de structures et dautre part, la résolution de structures de plus en plus
complexes (protéines de grandes tailles, complexes protéiques, complexes protéine-acides
nucléiques...), laissant présumer, a l'avenir, de l'utilisation croissante de la PDB. La croissance de

la PDB, en nombre de fichiers disponibles, est quasi exponentielle, comme en témoigne la figure

A2-2.
e )
45000~ .
Evolution du nombre de structures dans la PDB
1975 - 2006
40000-4— ( ) 2006 : 40354 structures
350001~ O nombre de structures par an
B nombre de structures cumulées
300004
25000
20000 2002 : 19497 structures
15000
10000
5000
0-
1975 1977 1979 1981 1983 1985 1987 1989 1991 1993 1995 1997 1999 2001 2003 2005
NS J

Figure A2-2 : Evolution du nombre de structures résolues de la PDB entre 1975 et 2006. Entre 2002 (début du projet de
thése) et 2006 (fin du projet), le nombre de structures de la PDB a presque doub/é.

Ceci explique le besoin de développer des outils bioinformatiques, de plus en plus puissants, pour

le traitement et |'utilisation des informations disponibles.
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A.3 L'équation de Poisson-Boltzmann

A.3.1 Etablissement de I'équation de Poisson-Boltzmann

Afin d'interpréter les interactions entre des molécules chargées (les protéines dans notre cas), il
est nécessaire de connditre le potentiel autour de chacune delles ; pour ce faire, nous devons
tenir compte des protéines et du solvant (hotamment des ions en solution) [301]. Dans le cadre
de cette thése, le potentiel électrostatique de différentes protéines a été calculé par la

résolution de I'équation de Poisson-Boltzmann. Cette derniére est établie comme suit.

A.3.2-A La loi de Poisson

La loi de Poisson permet de calculer le potentiel électrostatique d'une distribution complexe de
charges : les charges ponctuelles sont remplacées par une densité de charges, p, dans un milieu
dont la constante diélectrique, €, est considérée comme invariante dans l'espace (g étant la
permittivité diélectrique du vide, égale a 10°°/36m). La notion de densité de charges découle du
théoréme de Gauss. A chaque élément dS d'une surface, on associe un vecteur unitaire u, dirigé
suivant la normale & la surface, de l'intérieur vers I'extérieur. Au champ électrique E produit par
les charges a l'intérieur de la surface, on associe une autre grandeur ou flux électrique, ®, défini
par :

& = [ E.u,dS encoreégalap/ g €
Le théoréme de Gauss, appliqué a un élément de volume infiniment petit, permet de définir la loi
de Poisson (forme différentielle du théoréme) reliant le potentiel électrostatique, W, a la densité
de charges, p, les autres parameétres étant constants :

AV = -p/ g€
De nombreuses solutions mathématiques, complexes, permettent de résoudre cette équation ;

néanmoins les progres informatiques permettent de fournir des solutions numériques a celle-ci.

A.3.2-B La théorie de Debye-Hiickel

La théorie de Debye-Hiickel permet de prendre en compte la distribution des ions dans un milieu
mais repose néanmoins sur plusieurs hypotheses : autour d'un ion donné j, la distribution des
charges est supposée de symétrie sphérique, la solution doit respecter |'électroneutralité, et la
densité de charges varie selon une statistique de Boltzmann. La densité électronique créée par
les ions en solution prend alors la forme suivante :

p(ion) = Z e z; n,° exp(-z; e W (r) / kT)
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Pour des concentrations en ions faibles, zeW(r)/kT << 1, I'équation se réduit a:

p(ion) = K* WavecK? =e? Z z; n,°/ g € kT

A.3.2-C La loi de Poisson Boltzmann

En combinant les lois de I'électrostatique (loi de Poisson), pour une distribution rigide de charges
(approximation des corps rigides), et une description statistique d'un milieu liquide renfermant
des entités chargées (théorie de Debye-Hiickel), on obtient |'équation complete de la loi de
Poisson-Boltzmann, sous forme réduite ou générale selon la concentration en sels de la solution :
ge0r (WO(r)) = -p + K* W (forme réduite)
gelr (WO(r)) = -p + Z qi ci exp(eW(r)/ kT) (forme générale)
Dans ce modele, le solvant est considéré comme un continuum, représenté par la valeur de la

constante di¢lectrique du milieu considéré (intérieur des protéines, solvant).

A.3.3 Résolution de I'équation de Poisson-Boltzmann

Les potentiels électrostatiques reportés dans ce manuscrit de these ont été calculés par
résolution de I'équation Poisson-Boltzmann a l'aide du programme APBS [203]. Dans le chapitre
IV, les calculs ont été effectués a partir des structures des ligands, apres superposition (dans un
méme systéme) des atomes Ca de leurs cibles. Dans le chapitre VI, les structures des
plateformes ont été superposées a la BgK, par l'infermédiaire des atomes Ca et Cp des résidus du
motif F6/523/K25/Y26. Les charges et rayons atomiques utilisés pour le calcul sont les
parameétres PARSE [302]. La taille des grilles et I'espacement des points de calcul ont été choisis
de fagon a englober l'intégralité des structures protéiques : les axes x, y et z contenant chacun
97 points, avec un espacement de 2,0 & (pour la premiére grille) et fonction de la taille des
protéines pour la grille de focalisation (de 0,8 & 1,2 A). Le calcul des grilles a été réalisé par la
méthode de focalisation, par résolution de la forme non-linéaire de I'équation de Poisson-
Boltzmann dans les conditions suivantes : force ionique 150 mM (ions mono-chargés, +1 et -1, a
une concentration de 0,075 mM, et de rayon atomique 2,0 A), rayon des molécules de solvant 1,4
A, constantes diélectriques du solvant et des protéines de 1 et 80 respectivement. Le calcul des
grilles finales a été effectué en utilisant les conditions aux limites multiples de Debye-Hiickel,
déterminées a partir des premiéres grilles calculées. Les grilles de potentiel (au format UHBD
[282]) ainsi obtenues ont pu étre comparées par l'utilisation du programme PIPSA, version 2.0
[187]. Le parametre « skin », correspondant a I'épaisseur des régions des grilles analysées a été
fixé & 4 A. Cette région a été définie a une distance de 3 A des surfaces moléculaires,

correspondant au parametre « probe ». La similarité des potentiels électrostatiques et des
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formes des protéines comparées a été calculé a lintersection de leurs régions « skin»

respectives par un indice de Hodgkin [204].
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A.4 Les programmes de sélection de plateformes

La sélection des plateformes a été effectuée /n-silico, a partir de programmes développés au

laboratoire. Deux programmes ont été écrits a cette fin: les programmes MAKEINP et

MAKESEL. Tous deux ont été codés en langage Fortran 77, puis compilés a l'aide du compilateur

g77 du GNU (6NU is Not Unix).

A4.1 éfape préliminaire : MAKEINP / InsightII

Le programme MAKEINP suit un algorithme simple et linéaire (figure A4-1) permettant de

générer, a partir d'une liste de solutions (issues de programmes de recherche de motifs, SPASM

ou STAMP), un ensemble de fichiers « entrée » pour le programme InsightII. Dans chacun de ces

fichiers, seules les solutions non-redondantes ne contenant aucun résidu Cys ou Pro sont

conservées. Parmi les structures redondantes, celle dont la valeur du RMSD, calculée par rapport

p
Fichier sortie STAMP/SPASM Fichier entrée de MAKEINP
Liste des solutions Paramétres du programme

)

t

Récupération/Stockage
des informations

Activation des routines
En fonction des paramétres

CRIBLE.f / Tri des solutions :
Elimination des redondances

GET.f / Selutions & récupérer :
Numérotation unique par solution

IMPOSE.f / Solutions a superposer :
A partir des motifs solutions

[ REPLACE S / Infroduction du motif :
Remplacement du motif initial

- 7

r ™\

DISPLAY.f / COLORf :
Rendu visuel de InsightII (facultatif)

r ™\

PUT.f :Les solutions uniques
Modifiées sont récupérées

Ecriture des fichiers entrée
pour InsightII

\ . w

Figure A4-1: Algorithme du programme MAKEINP
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au motif de référence, est
conservée. Chaque solution est
alors désignée par un identifiant
unique a 8 caracteres :

- code PDB (4),

- n° de la solution pour ce fichier
2),

- n° du conformére ou de la
structure (2).

Ces fichiers sont alors utilisés
pour  la  superposition  des
plateformes sur le motif de
référence, et lintroduction du
motif de référence sur les
différentes structures.

Le temps nécessaire a l'exécution
du programme MAKEINP est de ce
fait relativement court, et surtout
limité par les étapes d'ouverture

et de fermeture des fichiers pdb.



En revanche, la superposition et la modification de multiples structures (I'introduction du motif
nécessite la réalisation de 4 modifications de séquence) est relativement longue, selon le nombre
de solutions obtenues par le programme de recherche de motifs topologiques et de la taille des

fichiers PDB (approximativement, de I'ordre de 24h pour 10000 solutions).

A4.2 éfape de sélection : le programme MAKESEL

Le programme MAKESEL est plus complexe et nécessite au préalable de définir des paramétres

atomiques pour les calculs de surface accessible (selon l'algorithme de Lee et Richards [136]) et

de volume de recouvrement (décrit

[ Fichier sortie STAMP/SPASM |——]{ Fichiers PDB cible et ligand |

dans le  chapitre  III). La

Paramétres (rayons, options) Fichiers PDB des solutions , . . .
[ H ) détermination des solutions est

R TR o fonction des paramétres choisis par
des informations

I 1 7’ . /, .
Activation des routines l'opérateur : taille des protéines

En fonction des paramétres

(inférieur et supérieur), surface

. . o
zcture de liste des solution accessible du motif, To de

delaN ,
recouvrement, état de charge,

INFO.f : détermination des propriétés résidus a linterfaces, presence de

Géndrales (taille, ponts S5, charge..) L. ,
- T / résidus Pro, Cys ou autres, présence

s '

RADIUVS.f : attribution des rayons
Par atome a partir des paramétres

o w

ORIENT.f : calcul de l'erientation des
Vecteurs Calb (solution vs. Référence)

de ponts disulfures, orientation des

chdines latérales du motif. La liste

des solutions est alors présente dans

SURF.f : caleul de la surface accessible un fichier texte reportant |'ensemble
Des résidus du motif de liaison !
) 1 S des caractéristique de chaque
INTER.f : caleul du volume recouvert
i e et o s structure : composition en résidus, en
1
SORT.f : report des solutions type de résidus, nombre de ponts
compatibles avec les critéres choisis
~ l ~ disulfures, taille, charge, charge a

l'interface, surface accessible.

Figure A4-2 : Algorithme du programme MAKESEL.
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B.1 Affinement de la structure de la BgK

La structure du motif transféré (F6/23/K25/Y26) a été obtenue a partir de la structure 3D de
la BgK(code PDB 1BGK), déposée dans la PDB. Une structure moyenne a été calculée a partir des
coordonnées atomiques des 15 conformeres déposés dans le fichier 1BGK. La structure
résultante a ensuite été minimisée avec la version 27 du programme CHARMM [303, 304]. Pour
ce faire, le champ de force de CHARMM, version 22, a été utilisé. La mnimisation d'énergie a été
effectuée par cing cycles, de 1000 pas chacun, en utilisant la méthode de Newton-Raphson, avec
des contraintes harmoniques sur la position des atomes lourds (C, H, O et N). Pendant la
minimisation, les contraintes harmoniques appliquées aux atomes lourds de la chdine principale
ont été modifiées de 100 a 20 kcal.mol™ A2, par pas de 20 kcal.mol™ A, et 10 & 2 kcal.mol™ A%,
par pas de 2 kcal mol™ A pour les atomes lourds des chdines latérales. La structure obtenue a
ensuite été soumise d une minimisation de 10000 pas, avec des contraintes positionnelles et
harmoniques pour des atomes lourds de la protéines de 5 et 0.5 kcal.mol? A repectivement. La
structure finale, moyennée et minimisée, a été superposée sur les 15 différents conforméres de
la BgK, par les atomes Ca et Cp des résidus du motif. Pour I'ensemble des conformeres, toutes les
valeurs de RMSD calculées ont été inférieures a 0,424, témoignant ainsi du maintien de la

topologie du motif.
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B.2 Systemes de complexes crsitallographiques

B.2.1 Recherche de complexes cristallographiques

Les systemes présentés dans le chapitre IV sont composés de structures issues de la PDB.
Plusieurs voies ont été utilisées afin d'identifier dans la PDB des systemes protéiques, composés
d'une méme cible et de divers ligands, nous permettant ainsi de comparer leur mode d'interaction.
Pour que les comparaisons effectuées ultérieurement soient représentatives, il convient de
disposer d'échantillons suffisamment grands, or nous sommes limités par le nombre de complexes
présents actuellement dans la PDB. Pour chaque systéme, nous avons fixé a 5 le nombre minimum
de ligands, différents, représentant au minimum 10 comparaisons de ligands, pris deux-a-deux.

Les différentes approches envisagées sont les suivantes :

B.2.1-A Recherche par PDBsum (*)

Cet outil bioinformatique est mis a disposition pour la recherche des fichiers contenus dans la
PDB, triés selon différents critéres de recherche (espéce, code PDB, classe d'enzyme...). Des
lors, chercher toutes les structures contenant une enzyme précise ou une classe d'enzymes
devient aisément réalisable. Néanmoins, plusieurs contraintes sont inhérentes a cette approche :
les options de recherche ne peuvent &tre associées entre elles, obligeant le cas échéant de

multiples recherches, et les recherches par types de protéines ne concernent que les enzymes.

B.2.1-B Recherche par BLAST (**)

L'utilisation de BLAST [305, 306], dans notre optique de recherche de systemes de complexes,
nécessite au préalable la connaissance de la séquence primaire de la cible : il faut donc connditre
la cible recherchée, contrairement & la recherche par PDBsum. A partir de la séquence, le
programme BLAST recherche, dans I'ensemble des bases de données ou d'une seulement (la PDB
notamment), toutes les structures primaires identiques ou homologues. La liste des solutions
pouvant &tre relativement imposante, il est possible d'utiliser différents critéeres pour diminuer
le nombre de solutions (ceux-ci peuvent &tre consultés sur le site internet du programme
BLAST). Au final, une liste de solutions est proposée présentant les solutions par ordre croissant
du score de similarité des séquences, liste pouvant aussi €tre présentée sous différents formats

(arbres d'évolution, séquences alignées...) pour des facilités de recherche.

* www.ncbi.nih.gov/BLAST/
** www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/
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Contrairement a PDBsum, il n'y a aucune limite quant a la nature de la protéine recherchée

(enzyme ou autre) puisque la recherche dépend uniquement de la séquence primaire.

B.2.1-C Recherche par STAMP

De part la polyvalence du programme STAMP, nous avons pu l'utiliser pour cette tdche. La
recherche par STAMP s'appuie sur les structures primaire et tertiaire de la cible : il faut donc
déterminer un motif de résidus unique, dans une topologie propre a la cible, a partir duquel la
recherche dans l'intégralité de la PDB sera effectuée. Connaissant la taille de la protéine
recherchée, il est possible d'utiliser le critéere de taille du programme STAMP, réduisant ainsi le
nombre de fichiers testés et le hombre de solutions potentielles. Si le motif est choisi de fagon
adéquate (par exemple, la triade catalytique Asp-Ser-His pour la recherche de protéases a
serine), la liste de solutions ne contiendra que les fichiers incluant la structure de la cible
recherchée, sous forme de complexe ou sous forme libre. Pour différencier les différentes
protéases, il suffira d'ajouter au motif un résidu spécifiquement présent dans la cible

recherchée.

B.2.1-D Résultats

L'utilisation des différents outils de fagon complémentaire permet un gain de temps conséquent,
la méthode employée a donc été la suivante :

1) Sélection de systémes de protéines (PDBsum ; ex : serine protéase)

2) Détermination de motifs spécifiques de chaque cible (BLAST)

3) Recherche des fichiers pdb contenant la cible (STAMP)

En utilisant ces différents moyens, nous avons réussi a déterminer plusieurs systemes de
complexes cristallographiques, de protéases a serine (étudiées par la suite), de protéines du
cycle cellulaire (cdk2, cdc42, ras, rac), de protéines de structure (actine, caténine), et d'enzymes
diverses (amylase, lysozyme). A partir de la PDB, version aolit 2004, 19 systemes de ligands ont

été identifiés. Ces derniers sont présentées dans le tableau B2-1.
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Systéme comparatif Nombre de Fichiers pdb Taille des ligands Taille des ligands
(protéine-protéine) complexes conservés (min) (max)

Protéases a serine

Trypsine bovine 34 9 3 375
Trypsine porcine 18 9 10 182
Trypsine rat 16 1 56 378
Elastase 10 3 4 61
Thrombine humaine 24 4 10 480
Thrombine bovine 7 4 1 142
Chymotrypsine bovine 23 8 3 138
Subtilisine (BPN') 26 3 107
Subtilisine (Carlsberg) 6 4 51 123

Protéines du cycle cellulaire

RAS humaine (p21) 9 2 87 965
P21-RAC 9 2 135 383
CDK-2 13 1 79 261
CcDC-42 12 3 44 353
Hétéro-complexes divers
p-caténine 10 4 15 151
hGH 7 0 203 238
Actine 17 2 125 458
Lysozyme 19 2 135 429
a-amylase 5 2 74 223
a-amylase (T. molitor) 3 3 32 198

Tableau B2-1: Liste des systémes de complexes protéigues utilisables pour la comparaison des interfaces et la
caractérisation des mode de liaison de leurs ligands respectifs. Les systémes conservés pour différentes comparaisons
(chapitre IV, annexeB.2) sont indiqués en gras et en bleu.

B.2.2 Sélection des complexes cristallographiques

La recherche dans la PDB de systémes de complexes, dont les ligands interagissent avec une
méme cible, dans le but de les comparer entre eux, implique que tous les complexes du systeme
identifié doivent posséder des cibles strictement identiques et des ligands relativement
différents. A partir de la liste initiale des fichiers pdb contenus dans chaque systeme,
différentes sélections seront nécessaires, concernant notamment la qualité et l'intégrité des
structures :
«  seuls les complexes cristallographiques de résolution égale ou supérieure a 3.54 ont été
conservés ;
+ seuls les ligands de taille inférieure a 200 résidus ont été considérés; les tailles,
minimale et maximale, observées dans chaque systeme sont notées dans le tableau B2-1;
« seuls les ligands de nature protéique ont été considérés ;

» seuls les complexes binaires, « cible-ligand » ont été pris en compte ;
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seuls les ligands dont la structure du ligand est entierement résolue ont été utilisés pour

les comparaisons. Lorsque la structure est incomplete, différents cas ont été envisagés :

lorsqu'il il existe, dans la PDB, un fichier correspondant a une structure identique a celle

du ligand et completement résolue, la structure incomplete est reconstruite a partir de

celle-ci ; lorsque les délétions dans la structure sont de faible importance, ceux ci sont

reconstruits dans InsightIT (Accelrys). Les structures ainsi obtenues ont été

préalablement minimisées avant toute comparaison.

En définitive, parmi les 19 systémes sélectionnés, seuls 3 d'entre eux ont été conservés (en bleu

dans le tableau B2-1), contenant chacun au minimum 5 ligands : « trypsine bovine », trypsine

porcine » et « chymotrypsine bovine ». Ces systéemes sont amplement décrits dans le chapitre IV.

B.2.3 Comparaison des potentiels électrostatiques

Les potentiels électrostatiques des différents ligands de chaque systéme (« trypsine bovine »,

« trypsine porcine » et « chymotrypsine bovine ») ont été comparés, deux a deux, en suivant la

procédure décrite dans l'annexe A.3. Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux B2-

2, B2-3 et B2-4 pour les trois systemes.

1c9t
1dér
199i
lox1
1sfi
1taw
1tgs
2btc
2ptc

1c9t

0,71:0,72
0,56 :0,77
0,38:0,61
0,59:0,78
0,53:042
0,29:0,70
0,31:0,43

0,06 :0,48

1dér

0,20:0:65
0,14:0,42
0,56 :0,82
0,71:0,63
-0,11:0,50
054:0,72

0,07:0,38

1g9i

0,83:0,90
0,79.0,95
0,33.052
0,67 0,90
0,47.0,70

0,49.059

lox1

0,67 :0,81
0,23:041
0,90:0,95
0,68:0,71

0,44:053

1sfi

0,45:059
0,65.0 .84
0,58:0,76

0,50:0,59

1taw

0,10:0,50
0,75:0,70

-0,14:0,10

1tgs 2btc 2ptc
041064
046:063 | -0,03:0,26

Tableau B2-2 : Comparaison des grilles de potentiels des ligands du systéme « trypsine bovine ». Dans chaque case, est
indiguée, a gauche, la comparaison du potentiel global, a droite, celle du potentiel dans la région de linterface seulement.

lavx
leja
1h%h
1ldt+
1mct
1tfx
1tx6
1uhb
127k

lavx

0,10:0,45
-0,10:0,02
-0,19:0,11
-0,28:0,18
0,551:0,14
0,11:052
0,07:0,01

0,52.052

leja

0,39:0,75
0,05:0,50
0,36 :0,65
0,61:0,45
-0,49:0,50
0,55:0.46

0,20:0,21

1h%h

0,52:0,82
0,43:0,72
0,56 :0,64
0,19 0,54
0,26 ;0,27

0,03:-0,01

11dt

0,54 .0,61
0,00.0,44
0,52.0,38
0,07 :0,06

-0,15:0,03

Imct

-0,03.0,16
0,02:019
0,65:0,58

0,44.049

1tfx

-0,31:0,67
-0,32:-0,30

-0,06 :-0,27

1tx6 1uhb 127k
-0,30:-0,16
-0,11:0,14 0,24:0,17

Tableau B2-3 : Comparaison des grilles de potentiels des ligands du systéme « trypsine porcine ». Dans chaque case, est
indiguée, a gauche, la comparaison du potentiel global, a droite, celle du potentiel dans la région de linterface seulement.
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lacb 1ca0 1cbw lcgi 1cho 1gl0 1gi1 1n8o

lacb

1ca0 -0,10 :-0,05

1cbw 0,41:056 -0,14:0,06

lcgi 0,17 :0,62 0,31:-0,02 0,34:0,45

1cho 0,33.0,68 0,31:0,03 0,36:0,79 0,65:0,69

1gl0 -0,40:-0,18 0,50:0,67 -0,15 :-0,06 0,04 :-0,16 -0,08 ;-0,10

1gl1 0,40 ;0,57 019:0,15 0,79 ;0,89 0.49 ;0,57 0,68:0,83 0,00 0,01

1n8o 0.15:0,53 0,02:0,38 0,69:0,73 0.21:0,33 0,09 ;0,52 -0,01:0,12 0,67:0,73

Tableau B2-4 : Comparaison des grilles de potentiels des ligands du systéme « chymotrypsine bovine ». Dans chaque case,
est indiguée, a gauche, la comparaison du potentie/ global, a droite, celle du potentiel dans la région de linterface
seulement.
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B.3 Analyse d'interfaces protéine-protéine

Diverses interfaces protéiques ont été analysées selon des paramétres globaux ou des aspects
microscopiques (complexes cristallographiques dans le chapitre IV et modéles moléculaires dans
le chapitre VI). Les analyses ont été effectuées avec un programme, écrit avec le macro-langage
de CHARMM [303, 304]. La taille des interfaces a été calculée comme la différence de la
surface accessible totale des deux partenaires, a I'état libre, et de la surface accessible du
complexe considéré. La surface accessible a été calculée selon l'algorithme décrit par Lee et
Richards [136], en utilisant une sonde moléculaire de rayon 1,4 A. Les volumes vides & l'interface
ont été calculés par la fonction COOR VOL de CHARMM, comme la différence entre le volume
total du complexe est le volume des protéines, prises séparément. Le « gap index » [139, 142] est
défini comme le ratio du volume vide & l'interface et de la surface de l'interface, calculés
précédemment.

Les critéres utilisés pour identifier les liaisons hydrogéne sont ceux du programme HBPLUS
[282, 283], les distances entre atomes, donneur (D) et accepteur (A), devant &tre inférieures a
3,9 A, et les distances, entre atomes d'hydrogéne (H) et accepteur, inférieures a 2,5 A. De plus,
I'angle formé par les atomes D-H-A, D-A-Aqy et H-A-A(y, doit étre inférieur a 90°.

Les résidus sont considérés étre dans un état de protonation identique a celui des mémes
résidus, libres, a pH=7,0. Les ponts salins ont été décrits par tout couple de charges opposées
distantes de moins de 3,0 A, et les « choc» ¢lectrostatiques par tout couple de charges

identiques distantes de moins de 6,0 A.
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C.1 Séquence des plateformes synthétisées

Les résidus en rouge représentent le motif de liaison FSKY transféré. Les résidus en vert

représentent les variants effectués afin de valider le mode d'interaction. Les résidus en jaune

correspondent aux résidus du motif, identiques aux résidus du motif de liaison sur la plateforme

native.

C.1.1 Plateformes obtenues par biologie moléculaire

1J75W :
1J75Mr :

1J75Mr C38V :
1J75MI K30A :
1J75MI K17A :

GSHMLSTGDNL EQKI LQVL SDDGGPVKI GQLVKKCQVPKKTLNQVL YRLKKEDRVSS PEPATWSI GG
GSHVL STGDNLEQKI LQVL SDDGGPVKI QL VKKOQVPKKTLNQVL YRLKKEDRVSS PEPESIVS! GG
GSHMLSTGDNLEQKI LQVL SDDGGPVKI QL VKKVQUPKKTLNQUL YRLKKEDRVSS PEPESIVS! GG
GSHMLSTGDNLEQKI LQVL SDDGGPVAI QL VKKOQUPKKTLNQVL YRLKKEDRVSS PEPESIVS! GG
GSHVL STGDNLEQAI L QUL SDDGGPVKI QL VKKCQUPKKTLNQVL YRLKKEDRVSS PEPEIVS! GG

C.1.2 Plateformes obtenues par synthése chimique

1HZ6WI : EEVTI KANLI FANGSTQTAEFKGTFEKATSEAYAYADT L KKDNGEWT VDVADKGYTLNI KFAG
1HZ6MT : EEVTI KANLI FANGSTQTAEFKGTFEKATSEAYAYADT L KKDNGEWT VDVABKEMITLNI KFAG

1CKKW : VKLI PSWITVI LVKSM.RKRSFGNPF
1CKKMT : VKLI PSVIEIVI L VKSM.RKRSFGNPF

1STUWT: Pl SQVHEI G KRNMTVHFKVL REEGPAHVKNFI TACI VGSI VTEGEGNGKKVSKKRAAEKMLVEL QKL
1STUMT : Pl SQVHEI G KRNMTVHFKVL REEGPAHVKEFI TACH VGSI VTEGHRNGKKVSKKRAAERML VEL QKL

THSOWT :  YKQCHKKGGHCFPKEKI CLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG
THSOMT @ YKQCHKKGGHCFPKKI CLPPSSDFGKVDOEVIIKCCKKGSG
1HSOMI2 :  KXQCHKKGGHCFPKKI CLPPSSDFGKVDOEVIIKCCKKGSG
1HSOMI3 :  YKQCHKKGGHCFPKKI CLPPSSDFGKVDOWAAKCCKKGSG
1HSOMI4 :  YKQCHKKGGHCFPKJJKI CLPPSSDFGKVDOBWERIKCCKKGSG

1D6BMT : | MFFEMQACWSHSGVCRDKFERNCKPMAWT Y CEERIKCCEY

1C5AMT M_QKKI EEEAAKYKBARMIKKCCYDGAYRNDDETCEERAARI KJGPKCVKAFKDCCY! ANQVRAEQSHKNI QLG

1CRBMI:  PGGCHTDEFQUREDGLCI PLRWRCDGDTDCVOJRDERSCEGY
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C.2 Synthése par biologie moléculaire

C.2.1 Protocole expérimental : construction du vecteur d'expression

La plateforme 1J75 (domaine DLM1 de liaison de 'ADN Z) a été obtenue par des techniques de
biologie moléculaire, en adaptant le protocole décrit dans la littérature [260, 307]. Un géne de
syntheése codant pour la plateforme 1J75mt, contenant notre motif de liaison, a été obtenu par
Genotech, cloné dans un plasmide pcDNA3.1. L'utilisation des enzymes de restriction HindIII et
NdeI ont permis d'isoler le fragment d’ADN correspondant, de le purifier puis de l'insérer dans
un vecteur d'expression pET28a (Novagen). La construction correspond a l'enchdihement d'une
étiquette histidine (« His tag », (His)s), d'un site de clivage a la thrombine (-Leu-Val-Pro-Arg-
Gly-Ser-His-Met), et de la séquence de la protéine 1J75mt (résidus 8 a 70). Le vecteur

d'expression est décrit par la figure C1-1.

(_ ” —— N
Lieu dinsertion du A Y - === G
géne codant pour 1T775mt / ig‘tjtltlfgsﬁ’ \ i /'\ Sites de restriction :
T \ -7 SSoETEeol
I TR -
B, P
——————— <]
H li133)
Gene de résistance put102 iy S !
& d la kanamycine it Reete /
S — —\— ——— - 1 -’/&Ija l{a3s) 7
/BQJ Iliaa)
\ " Sgmel a2
v Sphilisesr L, - ——— - —_—
\ — Opéron lactose |
o, U / TINS \ permettant Finduction
st liaadf I, NN - -; e ——
Sma i 33"1 N ..f". \ /MIL'J\,.3<123'| -
1/l I ERA:ECE Uy -~
Cla 117} I =1\ -
Nru lizcaa] - i || (BstE frzoees
, I f \lApa Il-gw
N\ _~ \ 8l '
\ = |}/BssH fuszsy
EcoAT liarrz) \ \EcoR, Vi1673)
\ /- MHpalliteze)
ARWN fasan) ~ \ VA | Plasmide
% N 7/ pET-28a(+)
2 i
BssS lizzom) “1 9y “~PshA lj1oee) (53 69bp)
L o
BspLU11 liz2o4) /™ - Bal liz127)
) Sap lj2108) 7 ,/‘ Fsp li2205)
Bst1107 lizassj??“"'--—— S \:—"spi Ii-:::a::-
\ Tth111 Tzeem; / )

Figure C2-1: Vecteur dexpression plasmidigue utilisé pour obtention de la plateforme 1J75mt recombinante.

Les différents variants de la plateforme 1J75 ont été obtenus a partir de la construction
précédemment décrite, par mutagenese dirigée par PCR (Stratagene, « Quick Change Site-
Directed Mutagenesis Kit »). Chaque construction ainsi obtenue a été séquencée, par un
analyseur ABI PRISM 310 (Applied Biosystems), de fagon a vérifier le sens d'insertion ainsi que
la séquence codante pour la plateforme : aucune erreur n'a été observée dans les séquences

codantes et la présence des mutations insérées a été confirmée.
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C.2.2 Protocole expérimental : production, purification

La production des plateformes a été réalisée dans 500 ml de milieu LB, contenant 30 wpg/ml de
kanamycine, ensemencée avec 5 ml dune culture d'Escherichia Coli, souche BL21-DE3,
transformée avec le plasmide pET28a-1J75, et incubée a 37°C pendant une nuit. L'expression des
protéines recombinantes a été induite par addition d'IPTG, pour une absorbance @ 600nm égale a
0,8. L'incubation a été poursuivie pendant 3h a 37°C, puis les cellules furent récupérées par
centrifugation. Le culot a été alors resuspendu dans un tampon contenant 50 mM Tris-HCI, pH
8,0 / 300 mM NaCl / 10 mM Imidazole / 5mM p-mercaptoéthanol / 0,1 mM PMSF / 20 pg/ml
benzonase, puis les cellules furent lysées par une « french press ». Le lysat a été centrifugé
(16000 rpm / 1h), puis le surnageant récupéré et incubé avec 4 ml de résine Ni-NTA pendant 1h a
4°C. La résine, déposée dans une colonne, a été lavée avec 50 ml de tampon B (50 mM Tris-HCI,
pH=8,0 / 1 M NaCl / 10 mM Imidazole / 5 mM p-mercaptoéthanol). Les protéines de fusion
(« His-tag »-1J75) ont été éluées avec 20 ml de tampon C (50 mM Tris-HCI, pH=8,0 / 300 mM
NaCl / 200 mM Imidazole / 5 mM p-mercaptoéthanol) et dialysée, une nuit, avec un fampon D (20
mM Tris-HCI, pH=8,0 / 150 mM NaCl / 2 mM DTT). La protéine a été obtenu apres clivage a la
thrombine (1 unité thrombine / 100 pg protéine) pendant 24h a 22°C. Puis, 10 ml de tampon de
Na,HPO,/NaH,PO4, 500mM, pH=4,2 ont été ajoutés et la solution saturée en Argon, avant
addition de TCEP (1 équivalent). Apres 2h d'incubation, les plateformes 1J75 ont été purifiées
par RP-HPLC sur une colonne C18 préparative Vydac par un gradient linéaire de 92 min, allant de
20 a 100% d'éluant B (60% acétonitrile / 0,085% TFA) dans I'éluant A (0,1% TFA), & un débit de
10 ml/min. Les protéines obtenues ont été lyophilisées et solubilisée dans I'eau pour des analyses

ultérieures.
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Figure C3-1: Schéma général de la synthése par voie chimigue.
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C.3 Syntheése par voie chimique

C.3.1 Synthése chimique sur support solide : rappel

Les principes de la synthése chimique de peptides en phase solide remontent au début des années
60 par Merrifield [14]. Depuis, cette méthode a été grandement optimisée en termes de tailles
de protéines accessibles a la synthése, bien que son principe demeure identique. A I'heure
actuelle, la taille maximale d'une protéine obtenue par cette méthode est de 136 résidus pour une
seule synthése [308]. Il est possible d'augmenter cette limite par l'association de différents
fragments synthétisés séparément. Ainsi, la GFP (« Green Fluorescent Protein »), protéine de
238 résidus a été obtenue [309]. En utilisation « routiniére », cette méthode permet d'obtenir

des protéines de tailles comprises entre 50 et 100 résidus.

La synthese chimique, décrite sur la figure C3-1, sur support solide est réalisée sur des billes de
polymeéres, auxquelles sont attachées de fagon covalente, par l'intermédiaire d'un « linker »,
I'acide aminé C terminal, (N). Pour le déroulement du procédé I'ensemble des chdines latérales des
acides aminés seront protégées par un groupement protecteur, évitant que celles-ci puissent
réagir. La fonction amine, quant a elle, est protégée par un groupement protecteur (Boc ou
Fmoc), qui sera clivé pour permettre la création d'une liaison peptidique entre le résidu N et N+1
(étape de couplage), le groupement protecteur de la fonction amine de I'acide aminé N+1 restant
intact. La fonction acide carboxylique de l'acide aminé N+1 est ensuite activée (rendue plus
réactive par formation d'un anhydride, typiquement le DCCI), lui permettant de réagir avec la
fonction amine de l'acide aminé N. L'addition d'esters activés (HOAt, HOBt) permet d'accroitre
la réactivité tout en limitant les réactions secondaires.

En fin de couplage, certaines chdines en élongation n'ont pas réagi, la fonction amine de
l'acide aminé N est donc encore libre; pour éviter que celle-ci réagisse ultérieurement,
aboutissant a des protéines délétéres (intra-chdine), une étape d'acétylation ou « capping » de la
fonction N terminale est réalisée.

Le groupement Fmoc de I'acide aminé N+1 est ensuite clivé par la pipéridine, permettant le
couplage avec l'acide aminé N+2. Ces réactions peuvent étre réalisées de fagon itérative
aboutissant a I'élongation du polymére de nature protéique. Au final, le polymére est clivé de la
résine (billes) et ses chdines latérales déprotégées, en milieu acide durant une seule étape de

clivage/déprotection.
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C.3.2 Protocole expérimental

Les plateformes ont toutes été obtenues sur un synthétiseur automatisé (model 433A, Applied
Biosystems, Foster City, USA) en utilisant la stratégie Fmoc/tBu [310]. La résine et le

chargement de celle-ci, utilisés pour chaque synthése, sont présentés dans le tableau C3-2.

Tableau C3-2 : Conditions utilisées lors de la

Plateforme Résine Chargement (mmol) synthése chimigue pour chaque plateforme et
1H50 wt Fmoc-gly-Wang 0.610 ses différentes versions.
1H50 mt, mt3, mt4 | Fmoc-gly-PAL-PEG-PS 0.250
1HZ6 wt, mt Fmoc-gly-Wang 0.610
1CKK wt, mt Fmoc-phe-Wang 0.640
1FOE wt, mt Fmoc-phe-Wang 0.640
1STU wt, mt Fmoc-leu-Wang 0.840
1CR8 mt Fmol-val-PAL-PEG-PS 0.220
1C5A mt Fmoc-gly-Wang 0.610
1D6B mt Fmoc-tyr-Wang 0.450

Les syntheses ont été effectuées en utilisant un protocole standard : 0.1 mmol pour chaque acide
aminé (Fmoc) C terminal préchargé, un exces d'un facteur 10 pour chaque acides aminés (Fmoc)
utilisé pour la synthese, I'activation par le couple DCCI / HOAt, et le couplage par un mélange 0,1
mmol DIEA / 2% (v/v) Triton X100 / 0,5M LiCl / NMP. Le rendement de couplage est estimé, lors
de I'étape de clivage du groupement Fmoc de l'acide aminé juste couplé, par la mesure de
I'absorbance de celui-ci @ 301 nm. Le rendement de synthése totale est calculé par le ratio de
I'absorbance mesurée pour premier résidu sur celle dernier résidu. Par la suite, aprés séchage
sous vide de la résine, les protéines ont été obtenues a la suite d'une étape de clivage de la résine
et de déprotection des chdines latérales par addition d'une solution de TFA / TIS / eau (95/25
/ 25, v/v/v), pendant 2 heures, a température ambiante (25°C). La résine a été ensuite filtrée et
les protéines précipitées dans 100 ml de TBME a froid (4°C). Aprés centrifugation (3000 rpm /
15 min / 4°C), le culot a été solubilisé dans une solution d'acide acétique 20% (20 ml). Les

protéines ont été ensuite obtenues apres congélation et lyophilisation, sous vide.
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C.4 Obtention des protéines synthétisées par voie chimique

C.4.1 Purification par chromatographie en phase liquide a haute performance

La purification des plateformes issues de la synthése chimique a été effectuée en une seule
étape par chromatographie en phase liquide a haute performance en phase inverse (RP-HPLC). La
chromatographie en phase liquide a haute performance [277] est une méthode de choix pour
I'analyse de mélanges complexes, permettant l'identification, la quantification, et la purification
de composés possédant des propriétés physico-chimiques diverses. Lors de cette thése, toutes
les purifications ont été effectuées par la méthode des gradients. La purification a été réalisée
sur une colonne semi-préparative Vydac €18 (granulométrie : 5 ym ; porosité : 300 A ; taille de la
colonne 10x250 mm), en utilisant des gradients non-linéaires d'¢luant B (90% d'acétonitrile dans
I'eau, 0.085% TFA) dans un éluant A (10% d'acétonitrile dans l'eau, 0.1% TFA) & un débit de
3ml/min. Les protéines ont été purifiées, a raison de 1 a 5 mg de brut de synthése. Ces quantités
ont été estimées par spectroscopie UV en utilisant les coefficients d'extinction molaire
théoriques, calculés pour chaque plateforme (*). La détection des produits a ét+é suivie a 220 nm
sur un détecteur Merck L4000 UV, équipé d'une cellule de détection de 5 mm. Les conditions de

purification sont indiquées dans le tableau C4-1.

Tableau C4-1: Purification par RP-HPLC des

Plateformes Gradient de purification Te'U*: différentes plateformes synthétisées par vore
en min chimique. Sont indiqués pour chaque plateforme
1H50wt (red) 0-4' 5-15%/4-34' 15-25% 24 le gradient utilisé et le temps délution. Le %
1H50wt (ox) 0-4' 5-15%/4-34' 15-25% 16’ cor:/respaﬂa’ d la proportion déluant B dans /e
, - , - , mélange
1H50mt1 (red) 0-4' 5-15%/4-34' 15-25% 23 A : 90% eau 10% AcN 0.1% TFA
1H50mt1 (ox) 0-4' 5-15%/4-34' 15-25% 17 B :90% Acn 10% eau 0,085% TFA.

1H50mt3 (red) | 0-10' 5%/10-14' 5-15%/14-40' 15-30% 28'
1H50mt3 (ox) 0-10' 5%/10-14' 5-15%/14-40' 15-30% 26’
1H50mt4 (red) | 0-10' 5%/10-14' 5-15%/14-40' 15-30% 27
1H50mt4 (ox) 0-10' 5%/10-14' 5-15%/14-40' 15-30% 26’

1CKK wt 0-5' 0-30%/5-25' 30-50% 16’
1CKK mt 0-5' 0-30%/5-25" 30-50% 14
1HZ6 wt 0-10' 5%/10-14' 5-25%/14-42' 25-35% 42'
1HZ6 mt 0-10' 5%/10-14' 5-25%/14-42' 25-35% 39

* http://www.expasy.ch/tools/protparam.html
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C4 .2 Repliement des protéines (formation de ponts disulfures)

La formation des ponts disulfures a été réalisée, suivant un protocole standard, a partir des
protéines, préalablement purifiées, a I'état réduit, par I'utilisation de solvants dégazés et par la
présence de TCEP (agent réducteur). Le couple oxydo-réducteur glutathion oxydé (6SSG) /
glutathion réduit (6SH) a été utilisé, avec un ratio de 1/10 (0.5 mM 6556 / 5 mM GSH), dans
une solution tampon NaHPO,/NaH,PO4, 50 mM, pH=7,8, préalablement dégazée, et une
concentration finale en protéines de 1 mg/ml. Différentes conditions ont été testées, comme la
modification du ratio 65S6/6SH (1/10, 1/1 et 10/1), la dénaturation totale des protéines au
préalable en présence d'agents dénaturant et réducteur (6M GuCl / 10 mM DTT) a 37°C pendant
1h, la modification de la solubilité (glycérol, 20%) I'utilisation d'une autre solution tampon (Tris-
HCl, 50 mM, pH=8,0), ou la modification de la température durant I'expérimentation (4°C,
pendant 72h). Néanmoins, l'utilisation de ces différentes conditions expérimentales pour le
repliement des plateformes ont fourni des résultats satisfaisant et ont été choisie pour les
différentes expérimentations. L'oxydation est évaluée par la disparition de la forme réduite de la
protéine, en différents temps (apres 1h, 3h et 24h pour les expériences a 25°C), suivie par
chromatographie analytique, aprés acidification au TFA 50%, pH=2,0. Les fractions

correspondant aux protéines repliées ont ensuite été caractérisées.

C.4.3 Caractérisation biochimique des plateformes

Pour chacune des plateformes purifiées au préalable, I'ensemble des caractérisations suivantes a
été effectué, permettant de connditre la pureté (par RP-HPLC analytique), la masse moléculaire
(par ES-MS), le coefficient d'extinction molaire (par analyse en composition). Les résultats sont

présentés dans le tableau C4-2.

C.4.3.A Caractérisation de la pureté : chromatographie analytigue

Les plateformes purifiées ont été analysées par chromatographie RP-HPLC sur une colonne Vydac
C18 (granulométrie : 5 ym ; porosité : 300 A ; taille de la colonne 4,6x150 mm), dans les mémes
conditions que celles utilisées lors de la purification. La pureté des échantillons a été vérifiée par
I'intégration des différents pics du chromatogramme, le pic principal devant correspondre a 95%
(au minimum) de l'aire totale intégrée. Le débit a été modifié de fagon a conserver,
approximativement, la méme vitesse linéaire soit 1 ml/min pour les différentes analyses. Du fait
d'une méme vitesse linéaire, les temps d'élution, pour chaque plateforme, sont donc

approximativement les méme que ceux observés lors de la purification.
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C.4.3-B Caractérisation de la masse moléculaire : spectrométrie de masse

La caractérisation des différentes masses moléculaires de nos plateformes a été réalisée par les
laboratoires ATHERIS (Genéve, Suisse), par spectrométrie de masse électro spray en mode
positif. Par ailleurs, I'utilisation de la spectrométrie de masse a permis de vérifier la présence ou

I'absence de composés autres dans les échantillons adressés en analyse.

C.4.3-C Détermination du coefficient d'extinction molaire

Chagque plateforme purifiée a été soumise a une analyse en composition, permettant de vérifier la
composition en acides aminés et de calculer leur coefficient d'extinction molaire
expérimentalement. Ces valeurs (tableau C4-2) ont été utilisées pour la détermination de la

concentration des solutions utilisées ultérieurement par spectroscopie UV-visible.

Tableau C4-2 : Caractérisation des différentes

Plateformes Mexp Mieo €eeo) theo. | £@zs0) exp. plateformes obtenues par voie chimigue. La

en Da en Da masse  moléculaire a été mesurée  par

1H50wt (red) 4889.8 | 4889.8 12865 n.c. spectrométrie ~ de  masse, ES-MS. Les

1H50wt (ox) 4883.0 | 48838 13020 12490 coefficients dextinction ma/a/re ont €té estimés

par une analyse en composition.

1H50mt1 (red) @ 4787.8 | 4787.7 8855 n.c.
1H50mt1 (ox) 4781.0 | 4781.7 9055 8480
1H50mt3 (red) @ 4638.6 | 4638.5 7365 n.c.
1H50mt3 (ox) 4632.4 | 4632.5 7940 6990
1H50mt4 (red) | 4787.3 | 4788.6 8855 n.c.
1H50mt4 (ox) 4782.4 | 4782.6 9100 8480
1CKK wt 3018.5 3018.7 7800 5500
1CKK mt 3107.6 3017.8 6480 6990
1HZ6 wt 6882.8 6883.5 11960 9970
1HZ6 mt 6925.6 | 6926.7 12730 9970
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D.1 Caractérisation par dichroisme circulaire

Notre approche reposant sur des considérations structurales et des modifications de
plateformes natives, il convient, avant d'effectuer tout test de liaisons, de vérifier que les
formes natives et mutantes des plateformes ont des structures similaires, en accord avec les
structures utilisées lors des travaux réalisés in-silico. L'approche la plus simple a mettre en
ceuvre dans cette optique, permettant une caractérisation structurale globale, repose sur

I'utilisation du dichroisme circulaire.

D.1.1 Dichroisme circulaire : théorie (Lowry, 1935)

Le dichroisme circulaire est une méthode spectroscopique qui repose sur la capacité, que possede
les structures optiqguement actives (dont les éléments de structure secondaire), d'absorber de
fagon inégale la lumiére polarisée circulairement a droite de la lumiére polarisée circulairement a
gauche. L'absorption préférentielle d'éléments chiraux pour l'une de ces deux polarisations
aboutira @ une déviation du champ électrique résultant, permettant le tracé d'un spectre
caractéristique de ces éléments. Dans le cas de protéines, cette méthode permet d'étudier la

structure secondaire en solution (hélice a et brin p hotamment, comme indiqué sur la figure D1-1.

Absorptions caractéristiques des éléments de structure secondaire

Heélice «
= = ' Feuillet g

=== Rondom

Structure désordonnée : ]

200(-) / 210-220(+) en hm

Ellipticité (UI)

r-----------_

. Feuillet p : |
\ 195 () 210-215(-)enrm _|

\{ Hélice a : ]
190(+) / 208(-) / 222(-) en nm

190 210 230 250 A (nm)

\ >
Figure D1-1: spectres caractéristigues déléments de structures secondaires, présentes dans les protéines.

Ainsi, les changements dus aux conditions expérimentales peuvent &tre observés (changement de
structure en fonction de la température, du pH, de la présence de détergents ou de sels,

modifications de structure).
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D.1.2 Protocole expérimental

Les spectres CD, dans I'UV lointain, ont été obtenus sur un dichrographe CDMax (Jobin Yvon,
Longjumeau, France), a 21°C, de 180 a 250 nm, dans une cuve en quartz de 1 cm. Les protéines ont
été solubilisées, pour atteindre une concentration finale allant de 5 a 20 M, dans une solution
tampon Tris-HCl, 4 mM, pH=6,8. Chaque spectre représente la moyenne, lissée, de cinq spectres,
obtenus avec un temps d'intégration de 1 seconde tous les 1 nm. Des expériences supplémentaires
ont été réalisées avec addition de 5 a 20% de TFE, ou de 10 a 100 mM KCI. Pour la plateforme
1H50 (native et mutants), les spectres ont été obtenus sur un dichrographe JASCO J-815
(Jasco France, Nantes, France), a 20°C, de 180 & 250 nm, dans une cuve en quartz de 0.l1cm.
Chaque spectre a été obtenu avec un temps d'intégration de 1 seconde tous les 0.2 nm. Des

expériences de dénaturation thermique ont été réalisées, par pas de 5°C, de 20 a 90°C (5°C/min).
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D.2 Détermination de structure par radiocristallographie

D.2.1 Cristallogenése : technique de la goutte assise en diffusion de vapeur

Dans cette technique de cristallisation, une goutte d'un mélange de la solution de protéine et de
I'agent précipitant est placée sur un support de surface concave, disposé dans un puit dans lequel
la solution du précipitant est ajoutée a une concentration supérieure a celle de la goutte. Par la
suite, le systéme est fermé avec une lamelle, et scellé avec de la graisse de silicone pour assurer
I'¢tanchéité. Une diffusion, de vapeur d'eau ou de solutions volatiles, va s'établir et amener
lentement a I'équilibre les concentrations en agent précipitant entre la goutte et le réservoir.

Ainsi, I'état de sursaturation nécessaire au phénomeéne de cristallisation, peut-il €tre atteint.

D.2.2 Cristallisation et collecte des données

L'oligonucléotide 5'TCGCGCG (Genosphere Biotechnologies) a été solubilisé dans une solution de
10 mM HEPES, pH 7,5 / 20 mM NaCl. La protéine 1J75mtK30A a été solubilisée dans une solution
de 5 mM HEPES, pH 7,5 / 05M NaCl / 5 mM DTT. La protéine 1J75mtK30A et I'ADN ont été
mélangés afin d'obtenir une solution équimolaire, de concentration égale a 1,15 mM. La
cristallisation a été réalisée a 17°C par la technique de la « goutte assise » par diffusion de
vapeur dans les conditions suivantes : 25% PEG 4K / 0.2 M Na/K phosphate / 0.1 M MES, pH=6,0.
Dans ces conditions, deux formes cristallines (aciculaire et prismatique) ont é+é obtenues en 1 a
2 jours d'incubation. Les deux cristaux ont été préalablement congelés dans de I'éthane liquide,
apres trempage dans une solution cryo-protectrice de 24% PEG 4K / 20% éthylene glycol. Pour
chaque cristal, les données ont été collectées a I'ESRF (« European Synchrotron Radiation
Facility ») sur la ligne ID29, sur un détecteur Quantum 315r & la longueur d'onde de 0.976 A. Les
données ont été ensuite indexées par le programme MOSFLM [311] de CCP4 [312], indiquant des
différences de résolution pour les deux formes cristallines : 1,7 & pour la forme prismatique et

2,8 A pour la forme aciculaire.

D.2.3 Détermination de la structure tridimensionnelle

La structure du complexe a été résolue par remplacement moléculaire, effectué par le
programme MOLREP [313] de CCP4, en utilisant les données de plus haute résolution (cristal
prismatique) et la structure du complexe DLM1:ADN Z comme modele [260]. Apres plusieurs
recherches indépendantes pour les positions de ' ADN et de la protéine, le remplacement a fourni

une solution compatible avec deux protéines et deux brins d'ADN par unité asymétrique : le
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groupe d'espace énantiomérique P61 ainsi a-t'il été clairement identifié. La validité de cette
solution a été validée par la reconstitution de I'appariement de Watson et Crick des paires de
bases de 'ADN Z dans l'unité asymétrique, par l'estimation du % de solvant dans ce groupe
d'espace avec le complexe (programme MATTHEWS [314] de CCP4), par une diminution rapide du
Rfactor €t du Ryree apres un cycle préalable d'affinement, en mode « rigid body » (programme
REFMAC [315] de CCP4). L'affinement a été poursuivi par le programme REFMAC avec
I'introduction successive de molécules d'eau et de paramétres TLS. Les quatre molécules ont été
initialement contraintes par I'utilisation de symétries non-cristallographiques et de parametres
TLS, appliqués sur chaque molécule indépendamment. Les résultats de l'affinement ont été
validés par le calcul systématique « d'omit-maps », par la suppression de parties du modéle utilisé
pour le remplacement moléculaire. Ces dernieres ont été réalisées a I'aide du programme TURBO-

FRODO [316].
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D.3 Tests de liaison par compétition

D.3.1 Définitions

Liaison spécifique : quantité de radioligand lié spécifiquement sur des sites de liaison, obtenue
par soustraction de la liaison non-spécifique a la liaison totale. La liaison spécifique est saturable.
Liaison non spécifique : quantité de radioligand fixé non spécifiquement (par adsorption sur le
matériel : membranes, filtres, plastiques, protéines..), obtenue apres incubation du radioligand en
présence d'un exces (x1000 en général) du méme ligand non radioactif. En pratique, la liaison non
spécifique n'est pas saturable et est proportionnelle a la concentration de radioligand.

Liaison totale : quantité totale de radioactivité liée spécifiquement (sites de liaison) et non
spécifiquement (adsorption sur membranes, plastiques, filtres...)

Ligand : toute molécule capable de se lier a un site de liaison

ICs: concentration en compétiteur aboutissant d une diminution de 50% de la liaison du

radioligand pour son site.

D.3.2 Mesure de la constante d'inhibition par compétition : rappel

La constante d'inhibition Ki est mesurée sur une préparation de membrane, surexprimant le canal
Kv1.2 en présence d'un analogue radiomarqué de la BgK, par iodation. L'ajout dans la solution de
concentrations croissantes pour chaque plateforme, aboutit, s'il y a compétition avec I'analogue,
au déplacement de celui-ci. La mesure effectuée correspond a la liaison totale, il convient donc
de soustraire a cette valeur la valeur de la liaison non-spécifique mesurée préalablement par
addition de BgK, non radiomarquée. Par cette méthode, en présence de compétiteur, une courbe
de déplacement du ligand marque est obtenue, montrant la radioactivité mesurée (lorsque le
marquage est effectué par un radioélément) a différentes concentrations de compétiteur, égale
d 100% en absence de compétiteur du ligand marqué a son site de liaison. A partir de la courbe
obtenue, la valeur de IICso est obtenue, définie comme la concentration du compétiteur
permettant l'inhibition de 50% de la liaison spécifique du ligand marqué. La valeur de la constante
d'inhibition Ki est calculée par la relation de Cheng et Prusoff, correspondant a I'affinité relative
du compétiteur pour le site de liaison :
Ki = ICs0 / (1 + [Bgk*]/Kd)
Les constantes d'affinité reportées dans le chapitre VI, partie IV, ont ainsi été calculées,

correspondant aux valeurs de Ki, obtenues a partir de |'équation précédente.
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D.3.3 Protocole expérimental

Les tests de liaisons ont été effectués sur des préparations membranaires, provenant de cellules
tsA surexprimant le canal Kv1.2. Le radioligand utilisé est un analogue de la Bgk, '*°I-
BgK(W5Y/Y26F), présentant les mémes effets biologique que la BgK native [281]. Tous les tests
ont été réalisés a température ambiante, dans un milieu contenant Tris-HCI, pH 7.4, 20 mM /
NaCl, 100 mM / KCI, 5 mM / BSA, 0.1%, ainsi que le radioligand, a une concentration de 50 a 100
pM. Aprés une courte période d'incubation, les échantillons ont été filtrés sur des filtres
Whatman GF/C, préalablement imbibés avec une solution de polyéthyléne imine 0.5% (w/v), puis
rincés a trois reprises avec un tfampon contenant Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM / NaCl, 150 mM a

froid. Les résultats ont ensuite été analysés comme décrits dans la littérature [281].
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D.4 Réalisation de modeéles moléculaires

La structure des complexes entre les segments S5-S6 du canal Kvl.2 et nos différentes
plateformes (1CKK, 1H50, 1HZ6 et 1J75) ainsi que la BgK, ont été construits a partir de la
structure du complexe Kv1.1-BgK, calculée a partir de cycles de double-mutants [218]. La
structure cristallographique du canal Kv1.2 a été superposée a la partie correspondante du canal
Kvl.1l, dans le modeéle d'interaction Kv1.1-BgK. La structure du complexe Kv1.2-BgK a alors été
relaxée a partir d'un protocole de dynamique moléculaire et de minimisation d'énergie, avec
contraintes positionnelles, en utilisant la version 27 du programme CHARMM [303, 304]. Le
champ de force de CHARMM, version 22, a été utilisé lors des calculs. Dans ce protocole, les
contraintes positionnelles ont été appliquées aux atomes Ca des segments S5-56 du canal Kv1.2,
avec une constante de force de 50 kcal mol? A appliquée aux résidus localisés a une distance
supérieure a 7 A du ligand, de 5 kcal mol™ A2 pour ceux localisés a une distance inférieure a 7 A,
et une contrainte harmonique avec une constante de force de 0,005 kcal mol? A2 pour les
atomes, non hydrogéne, autres que Ca, localisés & une distance inférieure a 7 A. En revanche,
aucune contrainte de position n'a été appliquée sauf concernant les atomes lourds des chaines
latérales du motif F6/523/K25/Y26 dans le complexe Kv1.2-BgK, auxquels une contrainte de
force de 5 kcal mol™ A2 a été utilisée pendant I'affinement du complexe. De plus, un ensemble de
contraintes de distances Ca-Ca intramoléculaires a été appliqué a la structure du ligand. Cette
procédure permet un positionnement des plateformes par rapport a la structure du canal Kv1.2,
la relaxation des chdines latérales des ligands et du canal Kv1.2, tout en assurant la préservation
de la structure globale des protéines et de la topologie du motif de liaison en interaction avec le
canal, de fagon similaire a celle observée dans le modele Kv1.2-BgK. La premiére étape de la
procédure consiste a neutraliser électriquement le complexe, par addition d'atomes Na ou Cl,
selon la charge globale du complexe. Ces contre-ions sont ajoutés successivement a des positions
correspondant a des minimum d'énergie du systeme, jusqu'd atteindre une charge globale nulle.
Les cing complexes réalisés (1BGK, 1CKK, 1H50, 1HZ6 et 1J75) ont alors été soumis a une
dynamique moléculaire a 300K de 750000 pas, en utilisant I'algorithme de Verlet, avec un temps
d'intégration, par pas, de 0,0005 ps. Trente structures, isolées tous les 25000 pas, ont été
soumises a 2500 pas de minimisation d'énergie, puis analysées, afin d'estimer la convergence de
I'énergie globale du systéme. Ces calculs ont été réalisés en représentant les interactions non-
liées par une fonction de Lennard Jones: les interactions coulombiennes par un terme
électrostatique, avec un « cut-off » de 15 A. La constante diélectrique a été fixée a 1 pour

I'ensemble des calculs, réalisés dans le vide.
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Ces étapes apparaissent nécessaires afin de permettre l'ajustement de chacun des complexes
modélisés. Ces structures finales minimisées représentent chaque systéme dans un état stable,
permettant ultérieurement l'analyse de chaque complexe. La qualité de la structure de chaque
plateforme a été évaluée par le calcul du RMSD entre leur structure finale (apres simulation de
dynamique moléculaire et minimisation) et leur structure initiale (complexe cristallographique).
Dans chacun des cas, aucune modification significative de la valeur de RMSD n'a été observée,
toutes étant inférieures a 0,28 A (au maximum). Les valeurs moyennes de RMSD calculées, sur
les structures de la cible et du ligand sont respectivement de 0,11+0,04 A et de 0,21:0,04 A. De
part ces résultats, aucune modification importante de structure n'a été effectuée, seuls des

mouvements de chdines latérales peuvent expliquer des variations de RMSD aussi faibles.
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