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Avant-propos

La vie sur terre est apparue avec les bactériea ile cela 3,5 milliards d'années. Ces
microorganismes ont su évoluer et s’adapter a tessbiotopes auxquels elles ont été
confrontées. Durant des millions d’années, ces milas étres vivants ont formé un
véritable empire avant l'arrivée des organismes segpes. On estime qu’il y aurait entre 4 4 6
quintillions (10°) de bactéries dans le monde (Whitn®iral.,1998). Ce qui représente une
grande partie de la biomasse (40%). Cette grandmlg@iion est due a la division
extrémement rapide des bactéries, ce qui leur toni@e énorme capacité de diversité
géneétique. La grande majorité de ces bactériesinegfensive. Certaines sont méme
essentielles et vivent en symbiose avec les ongeasissupérieurs. C'est le cas des bactéries
commensales qui vivent dans les intestins des m#reni et aident a la dégradation des
aliments. Seulement une petite partie des bactéoesnunément appelées pathogenes est
responsable de certaines maladies infectieuses edmimberculose, la diphtérie, le tétanos,
le choléra, la maladie du charbon, les méningitdespneumonies bactériennes pour n’en
citer que quelques unes. Par ailleurs, toutes Eadmes infectieuses ne sont pas d’origine
bactérienne. Certaines maladies infectieuses surgées par des virus comme le SIDA, la
syphilis, la rougeole, la variole, I'Herpés ou pas parasites comme le paludisme.

Deés l'aube de son existence, I'Homme a toujoursugvalvec les bactéries et a donc
subi les ravages causées par les maladies infeeieltAu XlIXe siecle, les infections
bactériennes étaient la premiere cause de mortelitéaisaient des millions de morts.
L'homme restait impuissant, sans armes efficaees, & ces maladies. On pensait méme que
ces maladies étaient héréditaires et incurablegijaita fin du XIXe siecle.

En 1870, Louis Pasteur et d’autres microbiologisi&souvrent que les microbes sont
responsables des maladies infectieuses. Ces détmsinauvrirent la voie a I'étude des
microorganismes (microbiologie) et a la caracténsades maladies. Ensuite, en 1880,
Pasteur et Robert Koch découvrent respectivemenadents infectieux du choléra et de la
tuberculose. Pasteur préconisait des mesures éiggpour éviter la contamination et la
propagation des microbes. Il mit au point un vadx@seé sur le principe de I'atténuation de la
virulence contre le choléra des poules en 188 lguvaccin contre la rage en 1885. Par la
suite, toute une génération de vaccins apparut l@geanatoxines tétaniques et diphtériques
(Ebisawa 1987) ainsi que le B.C.G., contre la tablese (Feldberg 1995). Les anatoxines

sont des exotoxines dénaturées par la chaleurfetrtel et utilisé pour la vaccination. Ces
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moyens de lutte préventive contre les microbescontribué a une amélioration significative
de la santé, mais n’ont pas permis toutefois deudi® tous les problemes de santé causés par
les bactéries.

En 1929, le bactériologiste anglais Sir Alexandienfing découvre la pénicilline et
ses propriétés antibactériennes (Fleming 1955),amiMa voie au traitement des maladies
infectieuses par les antibiotiques. En 1941, lagiéne fut utilisée avec succes pour traiter
un patient atteint de septicémie a staphylocoqes lors, la pénicilline fut considérée
comme un Véritable « produit miracle » et fut prtella grande échelle par les sociétés
pharmaceutiques américaines, pour traiter dans emier temps les nombreux blessés
infectés de la seconde guerre mondiale (Latour 200is)mise sur le marché. Les décennies
suivantes voient la découverte de plusieurs ariihies (Figure 1.1). Ainsi, la période entre
1940 et 1960 considérée comme le « golden agé@ge(ld’or) voit la découverte de la grande
majorité des antibiotiques.

GRAMICIDINE (peptide)

PENICILLINE (3 lactamines)

STREPTOMYCINE (aminoglycoside)
CIPROFLOXACIN

(Fluoroguinolone)

SALVARSAN RIFAMYCINE LINEZOLIDE
{Arsenical) {Ansamycine) [Oxazolidinone)
1903 1932 1940 1950 1960 1962 1982 2000 2003 ?

|
L'age d’or des antibiotiques

DAPTOMINE

ACIDE NALIDIXIQUE (Lipopeptide)
(Quinolone)

PRONTOSIL
(Sulfonamide)

CHLORORAMPHKENICOL (Phénicols)
POLYMIXINE (Lipopeptide)
PENICILLINE (Macrolide}
ERYTHROMYCINE (Glycopeptide)
VIRGINIAMYCINE (Streptogramineg)

Figure 1.1: les principales classes d'antibiotiquest leurs dates de découvertéddapté a partir de la
revue(Choffneset al.,2010).

Depuis leur découverte, l'utilisation massive etpm@priée des antibiotiques a
provogué une grande dissémination de moléculebiattjues dans la nature, favorisant la
sélection et le développement de bactéries (y cemps pathogénes) résistantes aux
antibiotiques. Les maladies microbiennes qu’on ggmp®uVvoir vaincre et avoir vaincues sont

toujours fréquentes pour la plupart, a cause dagihéne de résistance aux antibiotiques.

-6 -
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A I'heure actuelle, ou il existe des résistance$easemble des antibiotiques et
connaissant la vitesse de propagation de cesagsest a travers le monde, il est impératif de
trouver de nouvelles solutions. Cela passe par deoulerte de nouvelles molécules
antibiotiques.

La protéine Fur (Ferric Uptake Regulator) est wguldteur global transcriptionnel chez
Escherichia coli omniprésente chez toutes bactéries et absentelehenammiféres. Elle
représente donc une cible antibactérienne trésesgante. Des études menées sur cette
protéine par le passé au laboratoire ont montréllgu’est bien une cible potentielle
antibactérienne (Abecet al., 2007). La technologie des aptameéres peptidiquest &e
utilisée afin de sélectionner des molécules cagatbiahiber spécifiquement la protéine Fur.
Quatre inhibiteurs nommés F1 a F4 ont ainsi ét&ctiéhnés puis ont été caractérisés (Abed
2005; Vitale 2009). Cette these s’inscrit commeslate de ces travaux. Le but est de
comprendre le mécanisme d'inhibition de Fur par eggameres peptidiqgues et plus
précisément par les peptides nommés pF1l a pF4dssuaptameres peptidiques anti-Fur. Un
autre obijectif consiste a identifier de petiteséunales inhibitrices de Fur ayant des propriétés
thérapeutiques, a partir des résultats obtenus. doeble approche, théorique et
expérimentale a été utilisée pour ces travaux,fierctaant des allers-retours entre les deux

parties.

Dans cette introduction bibliographique, nous negliiens largement sur les themes
abordés dans 'avant propos.

Nous ferons quelques rappels sur I'historique ddéeouverte des antibiotiques pour
mieux les distinguer et nous présenterons lesrdiftés classes d’antibiotiques et leurs modes
d’action seront évoqués. Nous décrirons la résistapactérienne aux antibiotiques, son
origine et ses mécanismes. Nous aborderons le s@tnouvelles stratégies de lutte
antibactérienne.

Nous nous attarderons ensuite sur la protéine Fla tamille de métallorégulateurs
« Fur-like » aprés avoir bien établi le lien er&d-er et la protéine Fur. Nous développerons
le réle crucial de ces protéines chez la bactéloeis ferons une synthese des connaissances
actuelles sur cette famille de protéines, pringpsnt au niveau structural.

Nous décrirons enfin, de maniére rapide la tectgieldes aptameéres peptidiques et leur

mode de sélection avant de décrire le projet deethé
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|| Les antibiotiques et la résistance

I. A] Les antibiotiques
I. A. 1] Définition de I'antibiotique

L’antibiotique (du gre@nti : « contre », ebios: « la vie ») désigne au sens large une
substance ou molécule capable de détruire desrieasctéu de bloquer leur croissance.
L’antibiotique désignera, dans ce cas-ci, toutaiBstance chimique organique d’origine
naturelle ou synthétique inhibant ou tuant les draes pathogénes de facon ciblée » (Bentley
et al., 2003). Cette substance antibactérienne est enpldyéible concentration et posséde
une toxicité sélective. Certains antibiotiques sapuables de détruire des microbes autres que
les bactéries. On parle alors d'antibiotiques antifques ou antiviraux pour lutter
respectivement contre les champignons et les vitlantibiotique se distingue d'un

antiseptique, un désinfectant non ingéré qui dé&tiouis les germes.
I. A. 2| Histoire de la définition des antibioticgue

L’aventure antibiotique n'a pas commencé avec toodeerte de la pénicilline comme
on peut le penser. L'utilisation des antibiotiqgaedébuté bien avant I'arrivée de 'Homme sur
la terre. En effet, les bactéries sont les invastetiles premiers utilisateurs des antibiotiques.
En fait, les antibiotiques font partie de I'arsedal molécules bioactives dont disposent les
bactéries pour survivre ou communiquer dans unrenvement. Les antibiotiques sont des
molécules utilisées pour combattre d’autres migganismes pour la défense d'un nid
ecologique. Le mycologue Francais Paul Vuillemin fat premier a utiliser le mot
« antibiotique » dans son ouvrage « Antibiose etlsgse » publié en 1890 pour désigner le
phénomene d’antagonisme entre des espéces micrebieba pénicilline, découverte par
Fleming en 1929 et considérée comme la premiérécauld antibiotique mise sur le marché
fut qualifiee de « molécule miracle » (Papp 1954).

La définition telle que nous le concevons aujound’provient du microbiologiste
américain Selman A. Waksman qui, en 1943 qualidiastreptomycine de « médicament
antibiotique ». La streptomycine a été largemeitiséé pour traiter la tuberculose, maladie
sur laquelle la pénicilline n’'avait pas d’effet thpeutique. Puis en 1947, Selman tenta de
donner une définition de l'antibiotique pour lefdiencier des autres moyens de traitement

antimicrobien. Il définissait alors l'antibiotiqusomme « une substance chimique d’origine

-8-
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microbienne qui inhibe la croissance ou les a@svinétaboliques de bactéries ou d’autres
micro-organismes » (Bentleat al.,2003) (Waksman, 1947).

A partir des années 50, avec le développement édsoates de synthése artificielle, la
définition des antibiotiques qui se limitait aux ®alles d'origines microbiennes, fut
actualisée et s’étend désormais aussi aux moléeultlsactériennes artificielles ou semi-
synthétiques (Bentlegt al.,2003).

I. A. 3| Les grandes classes d’antibiotiques

Aujourd’hui, il existe plus de dix mille moléculastibiotiques sur le marché, réparties
en un peu plus d’'une quinzaine de familles (Dawetesl.,2010). Une famille d’antibiotique a
la particularité d’avoir une structure commune etmwde d’action similaire. Les principales
classes d’antibiotiqgues actuelles, quelques exesrgtideurs cibles sont représentés dans le

Tableau I.1 ci-dessous.

Classes

d'antibiotiques

Exemples

Actions sur

Pénicilline (ampicilline), Cephalosporine

Synthése de la paroi

B-lactamines (cephamycine), pénemes (méropénéme), bactérienne
monobactames (astréonam)
Glycopeptides Vancomycine Synthése de la paroi
bactérienne
Aminoglycosides Streptomycine, Gentamycine Traduction
Lincosamides Clindamycine Traduction
Tétracylines Minocycline Traduction
Macrolides Erythromycine Traduction
Streptogramines Synercid Traduction
Oxazolidinones Linézolide Traduction
Phénicols Chloramphénicol Traduction
Rifamycines Rifampicine Transcription
Quinolones Ciprofloxacine Réplication
Pyrimidines Triméthoprime Métabolisme

Sulfonamides

Triméthoprime

Métabolisme

Lipopeptides

Daphtomicine

Membrane plasmique

Peptides cationiques

Colistine

Membrane plasmique

Tableau I.1: Modes d’action des classes d'antibiajues, avec quelques exemples et leurs cibles.
Tableau adapté selon les références (Dati@s.,2010; Moraret al.,2010; Wrightet al.,2010).
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Bien qu’il existe des milliers de molécules antilgjoes disponibles, le nombre de

cibles reste limité.

I. A. 4] Les cibles des antibiotiques et quelquesl@s d’action

Les antibiotiques se lient généralement a uneraazan bloquant une étape essentielle
du développement de la bactérie. Selon les cillde enode d’action on peut classer les
antibiotiques actuels en cinq catégories (Figu@s 1.

(1) ceux qui inhibent la synthese de la paroi bretée

(2) ceux qui détruisent l'intégrité de la membragtplasmique

(3) ceux qui bloquent la machinerie responsablia dgnthése protéique (traduction)

(4) ceux qui inhibent la transcription ou la réption de ’ADN

(5) ceux qui agissent au niveau de la biosyntheserketabolites

(1) Inhibition de la synthése (2) inhibition de la synthase
de la paroil bacterienne de la membrane cytoplasmique
== m
\ \

Ll
VY |
| [
||| |

III

/

—" g

Inhibition de la .
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 1.2: Schéma des principales cibles d’antibiotiques deesbactérie.

Des exemples caractéristiques non exhaustifsrifloste type de mécanismes d’action

de ces différentes catégories d’antibiotiques poggentés ci-dessous.

-10 -
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I. A. 4. a| Les inhibiteurs de la paroi bactérienne
Comme inhibiteurs de la paroi bactérienne, la flendesp-lactamines est 'exemple le
plus parlant. Cette famille représente a elle sewhe quart des antibiotiques utilisés. La

particularité de cette grande famille est la pagsesd’'un noya-lactame (Figure 1.3).

—

Vam NH

O

Figure 1.3: un noyau B-lactame

La Figure 1.4, ci-dessous montre la structure dedaicilline (A) et son mécanisme
d’action (B). Les pénicillines ont un cycle thiadiithe associé au noya@-lactame,
ressemblant au dipeptide D-Cys - D-Val, entrant dareonstitution de la paroi bactérienne.
Cette ressemblance structurale permet aux pénasllde se lier a deux enzymes appelées
penicillin-binding proteingPBP); la transglycosidase et la transpeptidaspliguées dans la
synthese du peptidoglycane (Spkeital.,1988).

A S CH, B R
H,N— \< )_NH s
CH, O Nl\)<
NH G
o/ OOH ) COy

transpeptidase

Cystéine Valine

Figure 1.4 : Structure des pénicillines. A: Analogie des pénicillines avec un dipeptidB;

Mécanisme d’action de la transpeptidase.

I. A. 4. b| Les inhibiteurs de la synthése protéigau niveau de la traduction)

Le ribosome bactérien, différent de celui des euatas, comprend deux sous-unités
30S et 50S, qui sont la cible de plusieurs aniitpiets (Tableau 1.1) (Cartest al., 2000;
Hanseret al.,2002).
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La famille des oxazolidinones (Sle al., 1987), I'une des rares familles apparue au
cours de ces 40 derniéres années, sera évoquéescoxazolidinones sont des molécules
développées artificiellement contre les germes Qranet ils constituent la derniere ligne de
défense contre certaines bactéries multi-résistasaenmeStaphylococcus aureusgsistant a
la méticilline (SARM). Le linézolide (Figure 1.5)seactuellement la seule molécule de la
famille approuvée pour la commercialisation. Cett@écule agit en empéchant la formation
du complexe d'initiation 70 S (formé de la sougéB0 S, de la sous-unité 30 S, de I'ARN

messager, et de 'ARN de transfert).

o "
L.._/N )J\
- N O C§_
\_&*NH

Figure 1.5: Le linézolide

I. A. 4. c| Les inhibiteurs de la transcription auld réplication de I'ADN

La rifampicine (Figure 1.6) se lie a I'ARN polym&e et empéche sa fixation a 'ADN,
inhibant ainsi la transcription. Du fait de leuble, certaines molécules de cette famille
peuvent étre utilisées comme antiviraux ou antigraux. La rifampicine est souvent

associée a la streptomycine (Aminosides) dansitetnent de la tuberculose (provoquée par

des mycobactéries) et est souvent efficace coettains germes Gram)(

CH; CH,
HO, -
0 s :
CH,C—O4__~—CH, OH © :
cH, OH OH “Hs
3
CH,0,, NH
CH,
0
0 _ OH NN N CH,
= b :
CH,

Figure 1.6: La rifampicine ou N-amino-N'-méthylpipérazine-hydrazone
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I. A. 4. d] Les inhibiteurs des voies de biosynéisdsactériennes

L’acide folique ou vitamine & est le précurseur métabolique d'un coenzyme, le
tétrahydrofolate (THFA), cofacteur de la synthéseéridure des bases puriques et
pyrimidiques de I'ADN. Les enzymes impliquées daette voie de biosynthese constituent
des cibles de choix pour les molécules antibiosgoce@mme les sulfamides. Les sulfamides

sont des dérivés de l'acide acide para-aminobenmedi@ABA) (Figure 1.7) (Tréfouébt al.,
1935).

NH, COOH

Figure 1.7 : acide para-aminobenzoique (PABA)
Les sulfamides sont généralement utilisés en c¢tnant avec les diaminopyridines

(triméthoprime) avec lesquels ils agissent en gyreen inhibant la synthése de l'acide
tétrahydrofolique (Figure 1.8).
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acide para-aminobenzoique (PABA)
+

dihydroptéridine
dihydroptéroate _
synthétase | sulfamides
acide dihydroptéroique

dihydrofolate ; L-glutamate
synthetase f

acide dihydrofolique

dihydrofolate triméthoprime
reductase > 2 NADPH !

2 NADP

acide tetrahydrofoliqgue (THFA)

N\

bases bases
puriques pyrimidiques

Figure 1.8: Voie de synthése de l'acide tétrahydraflique et inhibition de I'action par des

antibactériens (en rouge)

I. A. 4. e| Les inhibiteurs de la membrane celhelai

Les polymyxines, actifs principalement sur les G@magissent comme des détergents
cationiques. Grace a leur caractere amphipathejles pénetrent dans la cellule bactérienne
et s'inserent parmi les phospholipides de la paparturbant ainsi la perméabilité
membranaire. La colistine (Figure 1.9), 'une deses polymyxines de la famille a étre
utilisée en thérapeutiqgue est composé de la polymykl, appelé colistine A et de la

polymyxine E2, isolées a l'origine chez la bactBaeillus colistinugMeyeret al.,2004).
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y-NH3

DAB —» D-Leu —» Leu

R —» DAB —» Thr —» DAB —» DAB

v-NH, \ \

Thr <— DAB —<«— DAB

v-NHz  v-NH;
DAB = acide L - ¢, ¥ - diaminobutyrique

Polymyxine E1 (Colistine A) :

R = (+)-6-méthyloctanoyl
Polymyxine E2 : R

(
6-méthylheptanoyl

I

Polymyxines E1 (colistine A) et E2.

Figure 1.9: Constituants de la colistine

I. A. 5| Conclusions sur les antibiotiques

Les antibiotiques ont largement contribué a l'apréliion de la santé. Le traitement
antibiotique des infections bactériennes a consétpartir de 1941 une véritable révolution,
dans un premier temps sur la santé proprementmlite,ensuite sur le développement de la
recherche médicale en général. Les antibiotique$adint puissance des grandes entreprises
pharmaceutiques. La recherche sur les antibiotiquesivert la voie a des procédés de
développement de médicaments. On estime que lisadigies ont augmenté la durée de vie
de 'homme de prés de 15 ans. Pour comparaisomnkisancéreux augmentent la durée de
vie de quelques semaines a 5 ans maximum. L'utdisamassive et inadéquate de ces
antibiotiques durant plusieurs décennies a ceperaaginenté la vitesse d’'apparition des
bactéries résistantes aux antibiotiques. Depuifggas années, ce nouveau fléau est devenu
le probléeme majeur dans la lutte contre les madadiéectieuses. Nous allons maintenant
décrire ces mécanismes de résistance avant deomegitiquelques stratégies envisagées pour

remédier au probleme de la résistance.
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I. B] Larésistance bactérienne aux antibiotiques

I. B 1| Définition

Le terme « résistance » est utilisée pour désigmdragent pathogene qui est moins
sensible que ses homologues a un composé antin@oralon le journal « American
Academy of Microbiology ». La résistance aux amiilojues n’est pas un phénomene
nouveau. Elle n’est qu’une conséquence de la sd@tentturelle, les antibiotiques ne faisant

gue sélectionner les bactéries aptes a survivre.

I. B 2| Quelques rappels des faits

En 1945, Alexander Flemming, le découvreur du peerantibiotique, anticipait les
risques liés a une mauvaise utilisation de la piing en confiant au New York Times :

« Cela aboutirait a ce qu’au lieu d’éliminer I'inféon, on apprenne aux microbes a résister a
la pénicilline et a ce que ces microbes soientdmais d’'un individu a l'autre jusqu'a ce
gu’ils en atteignent un chez qui ils provoquent ymm@umonie ou une septicémie que la
pénicilline ne pourra pas guerir.>Cette prédiction devint tres vite une réalitéeEtivement,

un an apres cette alerte, plusieurs souches misistiurent isolées chez des patients atteints
de septicémies, selon un rapport de l'organisattmndiale de la santé. A I'époque, le
probleme a été sous-estimé et ignoré. Les médeaninsru a un phénomene limité qui serait
compenseé par la découverte de nouvelles molédiliesfin des années 60, apres le « golden
age » des antibiotiques (confére Figure 1.1:), iithoe pensait pouvoir éradiquer les maladies
infectieuses, a l'image de ce chirurgien américenDr William H. Stewart qui affirmait
gue les maladies infectieuses seraient vaincuelepamtibiotiques et les vaccins disponibles
et que par consequent, il était temps de détodiaezntion du gouvernement ameéricain et
des ressources a la «guerre contre le cancer s#f(€ket al.,2010).

Des lors, les grandes firmes pharmaceutiques abagdent de facon « brutale » la
production d’antibiotiques préférant se tournersvetautres molécules thérapeutiques plus
rentables. D’autres raisons de cet abandon pewexpliquer par le faible rendement des
antibiotiques et la fréquence d’apparition de tésise. Ce qui fait que depuis quarante ans,
les antibiotiques efficaces se raréfient. Effectieat, depuis 1970, seules deux nouvelles

familles d’antibiotiques, les oxazolidinones (linéde) (Sleeet al.,1987) et les lipopeptides
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(daptomycine) (Tallyet al.,2000), ont été mis sur le marché. L'innovatiorogyensait voir
se poursuivre sans arrét a pris fin.

Parallelement a la raréfaction de nouveaux antties, le nombre de souches
pathogenes résistantes aux antibiotiques dispenidst considérablement accru. Or, chaque
nouvelle molécule antibiotique découverte a étgisypar I'apparition de souches résistantes
a cette molécule. A I'heure actuelle le phénomeéngleis que préoccupant au vu de la vitesse
de propagation et de I'expansion de la résista@ette expansion globale et accélérée de la
résistance n’est rien d’autre qu’une démonstradi@diévolution des bactéries et une réponse
a l'utilisation massive des antibiotiques. En effamplification du phénomene de résistance
prend effet apres I'adoption des antibiotiques’wilisation abusive dans I'industrie agro-
alimentaire des antibiotiques a partir des anné¥s.1Ceci provoqua une dissémination
massive d’antibiotiques dans la nature touchantettatflore microbienne. En réponse, les
bactéries ont développés des stratégies pour seraec ces molécules antibiotiques ; celles-

ci a l'origine du fléau de la résistance croissante

I. B. 3| Les différents types de résistance

I. B. 3. a] La résistance naturelle

On parle de résistance naturelle lorsque le phénenaest observé chez toutes les
souches d’'une méme espéce. Par exemple, I'edp@medomonas aeruginogmssede une
paroi cellulaire peu perméable, ce qui lui permeebbbquer I'entrée de certains antibiotiques.
Globalement, toutes les bactéries productricestithiatiques sont naturellement résistantes
aux molécules qu’'elles produisent. C’est le priraijp poison et de I'antidote. Or une grande
partie des antibiotiques utilisés par 'Homme éstidine bactérienne (Daviest al.,2010).
De la, il n'est pas difficile de comprendre qu’'ikigte plusieurs bactéries dans la nature
possédant des mécanismes de résistance contratileiotajues. Le probleme concerne les

bactéries pathogénes qui peuvent aussi développarquérir ces mécanismes de résistance.

I. B. 3. b| La résistance acquise
La résistance acquise survient lorsque quelqueshssud’'une méme espeéce,
normalement sensibles a un antibiotique devienmésistantes. Cette faculté est une

conséquence des modifications génétiques qui sumerg sur le génome bactérien. Ces
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modifications génétiques peuvent étre dues a unagenése chromosomique ou acquises par

le transfert d’éléments génétiques.

* Résistance acquise par mutagenese chromosomique

C’est un phénomeéne spontané et rare apparaissaoueside la réplication de 'ADN
bactérien. Il se traduit & la suite d’'une mutafittervenant & une fréquence moyenne dé 10
En conditions de stress, comme en présence d’atigjbe, cette fréequence de mutation est
multipliée par un facteur 1000, générant ainsi iplus clones. Les clones capables de
survivre se développent assurant la pérennité etpdce. Ce phénomene est connu sous le
nom de «tatonnement génétique » et peut conduila @@sistance a toute une famille
d’antibiotiques (Choffnest al., 2010). On peut voir cela comme une conséquencka de

pression de sélection.

» Résistance acquise par transfert

La bactérie récupére une information génétiqgue @xegpermettant, entre autres,
'acquisition de la résistance a un antibiotique. grande majorité des génes de résistance
sont situés sur des éléments génétiques commetéggans, les transposons et les plasmides,
facilement échangeables entre les bactéries (Det.ab,2009). Le transfert peut se faire par
la conjugaison, la transduction ou par la transtdrom. Le transfert est dit « horizontal »
lorsque le gene est transféré a une bactérie chure espece. Par exemple : une souche
d’Escherichia colipeut acquérir une résistance aux sulfamidés paramsfert horizontal
grace a une souche 8eigella dysenteriagsistante aux sulfamidés.

La conjugaison est le transfert de 'ADN d’'une lésiet donneuse a une bactérie
réceptrice au cours d’'un contact cellulaire émoita lieu grace aux pili.

Dans la transduction, le vecteur est un bactérigglp@muvant incorporer une partie du
génome bactérien infecté. En quittant la celldlgpeut emporter des genes supplémentaires
(bactériens) qui pourront étre transfectés chezautre bactérie.

Pour la transformation, la bactérie récupere ebripare de I’ADN exogéne présent

dans son environnement.
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l. B. 4] Les mécanismes moléculaires de défenstectas antibiotiques

Il existe plusieurs types de mécanismes décrits thafitérature (Yoneyamat al.,
2006) (Figure 1.10) :

Figure 1.10: Principaux mécanismes de résistance awantibiotiques. A : La modification de I'entrée
et de la sortie de I'antibiotique ; B : hydrolyse modification chimique de I'antibiotique; et C almodification
ou augmentation de la production de la cible detibaotique. Les sphéres jaunes représentent bantijue.
(Yoneyameet al.,2006).

l. B. 4. a] La modification de la cible de I'antitigque

Chaque antibiotique agit en se fixant sur une cpiécise dans la cellule : paroi,
ribosome, etc.... La présence d'une modification @ouive a une mutation modifie le site de
fixation et empéche la liaison de l'antibiotiquesa cible. C'est un des mécanismes de
résistance a la streptomycine, l'un des premienbiatiques utilisés pour traiter la
tuberculose. Le pneumocoqugireptococcus pneumoniae développé une résistance par
modification d’une protéine membranaire spécifiguese fixent les pénicillines. La bactérie
peut aussi diminuer I'affinité de I'antibiotique posa cible protéique (Spratt 1994). Des
enzymes spécifiques peuvent effectuer une modiicathimique post-traductionnelle
covalente de la cible, par exemple une méthylatemui inhibe la fixation de I'antibiotique,
sans qu'il y ait altération du génome. Ce type éeanisme est rencontré dans la résistance
aux macrolides, ou il existe une méthylase qui @mnfa résistance en modifiant I'ARN

ribosomique au niveau du site de liaison de I'aotitpe.
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l. B. 4. b| La modification de I'antibiotique

De nombreuses souches résistantes fabriquent degmesz qui modifient
chimiquement l'antibiotique, par exemple par phospladion (Walsh 2000), clivage ou
hydrolyse, la rendant inactive. C'est le mécanigpmecipal de résistance alp«lactamines
(famille de la pénicilline et des céphalosporimgs)implique les enzymes de la famille des
lactamases. Les staphylocoques méti-résistants NBA$dnt insensibles aux pénicillines
grace a la modification des enzymes liant les piéines (PBP) mais aussi, par la production

d’'une-lactamase et d’'une méticilinase (Walsh 2010) §uent I'antibiotique.

l. B. 4. c| La modification de la perméabilité mearmaire

Par prévention de I'accumulation de I'antibiotiqiens le cytoplasme, la bactérie peut
inhiber les systemes d’import en fermant des peteaugmenter la synthése des systemes
d’efflux (Nikaido 1994). Les bactéries peuvent awesgulser par pompage actif hors de la
cellule les composés toxiques comme les antibietig{Gristwoodet al., 2008). C'est par
exemple, l'un des principaux mécanismes de résistate Pseudomonas aerugingsa

pathogéne opportuniste (Davies 1996).

En plus de ces mécanismes, les bactéries peuvedfidiér d’autres phénomenes pour
résister contre les antibiotiques. Il s’agit del&fense altruiste pouvant se produire dans les
biofilms ou des bactéries résistantes synthétigeatsubstance en trés grande quantité pour
subvenir aux besoins des bactéries sensibles (ldetal.,2008).

Les bactéries peuvent aussi perdre la résistangeisac lorsqu’elle n’est plus
nécessaire, par exemple, en absence d’antibiotiquégut noter que les mécanismes de

résistance sont extrémement colteux en énergielpbacterie.
l. B. 5| La résistance bactérienne : un problemsatéé majeur

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a faitlderésistance microbienne sa
priorité pour le 29™ siécle. En effet, en début du siécle, 'OMS qigilifla résistance
microbienne de « probléme majeur pour la médecinXigéme siecle ». Depuis, chaque
année, I'OMS dédie une journée mondiale de la samig maladies infectieuses

principalement axée sur le probléme de la résistabes maladies infectieuses représentent
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encore et depuis toujours la premiere cause deaiitéret de morbidité de I'humanité selon
'OMS. Le phénomeéne de résistance croissant ethsnides maladies pandémiques comme
la tuberculose, est un véritable probleme danstta bntimicrobienne. La tuberculose (TB)
causée par le bacillycobacterium tuberculosigyui fait entre 1,2 et 1,5 million de morts en
2008 (OMS 2011), représente I'un des pires fléaxeab derniers siécles en matiere de sante.
Cette maladie qui infecte un tiers de la populatimndiale est traitée avec une association de
plusieurs antibiotiqgues antituberculeux, les plffica@ces étant I'isoniazide et la rifampicine.
Selon 'OMS, il existe des preuves de I'existeneestuches qui résistent a I'un, voire a
'ensemble de ces médicaments efficaces. Bien guedveaux médicaments soient en cours
de développement pour cette maladie, comme le TMQ2@iset al.,2010a; Vezirizet al.,
2006), prés d’'un demi-million de personnes ayamtrecté des formes de tuberculose multi
résistantes en sont morts en 2008 (OMS 2011). siataéice est aussi la principale cause des
infections nosocomiales ou hospitalieres. En Fraoes infections sont passées de 296 059
cas a 358 353 cas entre 2001 et 2006 selon I'emgi@éprévalence nationale réalisée en 2006
(RAISIN 2009). Parmi les infections nosocomialedjas provoquées par les bactéries sont
les plus nombreuses et les plus inquiétantes. AatsfJnis, les infections nosocomiales dues
a une résistance bactérienne feraient plus de 8316€es par an, selon un rapport de 2009 de
'organisation « Resources for the Future » (Chesdfat al., 2010). En Europe, ce nombre
concernant uniquement les bactéries multi-résistantépasserait les 25 000 cas par an
(ECDC/EMEA 2009). Le surcodt engendré par le phémende la résistance serait estimé a
900 millions d’euros au niveau européen (ECDC/EMBAD).

La résistance, ayant d'abord été constatée a tEhdpduche aujourd’hui le milieu
communautaire. Certaines pathogénes multi-résgstegriaient insensibles a I'ensemble des
antibiotiques utilisés pour leur traitement. Lesides bactérienne&nterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Aalaeter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa et les espécesEnterobacter regroupées sous l'acronyme ESKAPE sont
responsables de la majorité des déces due autiamemosocomiales (Choffnes al.,2010).

Le cas le plus alarmant concernerait les souchehoganes multi-résistantes de
Staphylococcus aureuscelles résistantes a la méticilline (SARM) et sbomologue
communautaire celles résistantes a la vancomydifiRSA). Aux USA, ces souches de
Staphylocoques provoqueraient plus de déces quaukedu VIH (Choffnest al.,2010).
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La bactérieEscherichia coli(E. coli) utilisée pour I'étude des inhibiteurs anti-Funga
cette thése est aussi concernée par le phénomersisiance. Elle appartient aux Gram (-)
qui possedent une double membrane, jouant le réldaliclier contre les antibiotiques.
Bactérie généralement commensale du tube digessifntammiféres, elle peut exister sous
certaines formes pathogéenes et virulentes pargsistantes. D’ailleurs, une souche trés rare
et extrémement virulente a été l'origine d'une épid@e meurtriere en Allemagne au
printemps 2011. Cette souche qui avait contaminé J#ysonnes pour une vingtaine de
déces, contenait des genes lui conférant uneagassstaux antibiotiques usuels.

Les souches résistantes ou « super bactéries msgg@hogenes meurtriers ne sont
gue I'expression extréme d’'un phénomene beaucaugpipfuiétant. Les conséquences vont
au dela de la résurgence de maladies mortelles estacent de nombreuses autres
interventions qui permettent de sauver des vies,nu®ntes traitements anticancéreux,
certaines opérations chirurgicales, ou les transailimns d’organes. Les hopitaux devenant
des foyers d’agents pathogenes hautement résistastactes pourraient devenir dangereux.

Les souches pathogénes pourraient étre aussi indpkgdans d’autres maladies pour
lesquelles aucun reméde n’est connu a ce jour, @tammaladies dégénératives. En effet,
une récente étude américaine a montré qu’une iafeliée aHelicobacter pylorijoue un réle
important dans le développement de la maladie dkirBan chez 'homme (McGest al.,
2011). Cette étude a montré que le cholestérd stiditilisé pai. pylori pour en faire une
molécule toxique pour le cerveau (McGael.,2011).

Dans tous les cas, pour échapper au cauchemaredaur a I'ere pré-antibiotique, il
est impératif d’'inventer des nouveaux moyens peanet'enrayer la diffusion des bactéries
résistantes, de modifier radicalement la maniéesjronsable de dilapider les antibiotiques et
de disposer de nouveaux traitements efficacesetegrgermes résistants de demain.

I. C| Les nouvelles stratégies de lutte antibaehére

Il est admis par toute la communauté qu’il est insflde d’éradiquer les microbes de
la terre. Ces micro-organismes sont capables dastar et survivre dans les conditions les
plus drastiques et sont aussi « vieux » que la®@@nme le suggere Spellberg, on ne peut
tenter qu’une utopique cohabitation paisible (Spt) 2008). Il est toujours possible de
développer des antibiotiques de plus en plus effisamais le phénomene de résistance

persistera du fait de la protorésistance. De de $gellberg recommande la préservation de
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'effet des antibiotiques existants aussi longtengp®e possible tout en encourageant le
développement de nouveaux antibiotiques (Spellkd2d§8). D’autres alternatives aux
antibiotiques, non explorées et qui ne seront pa®ldgpées dans ce manuscrit, restent
possible pour la lutte antibactérienne. On peuterciles vaccins antibactériens,
limmunothérapie et la phagothérapie (Cohen 200Btte derniére a été testée avec des
bactériophages lysogéniques contre des infectiones da des souches résistantes
d’Acinetobactersur des soldats de I'armée américaine en Afghanisteen Irag (Lwet al.,
2007, 2009).

Ces autres moyens de lutte pourraient étre in@nésssi 'on ne parvenait pas a

trouver une stratégie efficace contre le problemeédistance lié aux antibiotiques.

I. C. 1| Les campagnes de sensibilisation et legrpmmes de surveillance de la

résistance

Il existe aujourd’hui dans plusieurs pays des @mognes de surveillance et de
contrble sur l'apparition, la dissémination et laogmagation des souches pathogénes
résistantes. En France, ces programmes sur laargsesexistent depuis 1978. Il existe aussi
des campagnes de sensibilisation de la populatiaur pme utilisation adéquate des
antibiotiques. En France, ces campagnes sont cggsichaque année par les pouvoirs
publics afin d'informer toute la population. En Z)@Qin « Programme national de lutte contre
les infections nosocomiales » a été mis en plaadteCdémarche, qui repose sur une
utilisation plus restreinte des antibiotiques et anglioration des conditions d’hygiene dans
les hépitaux, a commencé a porter ses fruits puidgueombre de décés causé par les
infections nosocomiales est passé de 10 000 aceniD00 entre 2001 et 2006 (RAISIN
2009). Pour mettre ces programmes en place auwniveadial, 'OMS a lancé, pendant la
journée mondiale de la santé 2011, un appel irtiema pour une action concertée afin de
stopper la propagation de la résistance aux aripiens et recommande aussi aux
gouvernements une politiqgue qui se résume en datsEuivants:

* Un engagement des gouvernements dans la lutteecdmtrésistance aux
médicaments

» Une mise en place mondiale de la surveillance égistances et des mesures
sur la propagation des infections avec des moyegmopriés

» Une offre de médicaments de qualité comme poistidiaessentiel

-23-



Introduction générale

» Une reglementation obligatoire de l'usage ratiorded médicaments dans le
monde entier

* Un dialogue ouvert entre les gouvernements, leebes de fonds et les
industries pharmaceutiques pour identifier les mtles stratégies et de
nouveaux outils qui permettront de faire face ardaistance de maniére
efficace.

Nous pouvons aussi parler des nouvelles mesurggidite utilisées dans les hopitaux
pour stopper la propagation des microbes. Une denuesures, concerne ['utilisation du
cuivre pour lutter contre les infections nosocossaEn effet, une étude récente a montré que
90 a 100 % de staphylocoques dorés SARM, déposameusurface de cuivre sont tués en
guelques minutes tandis que ces bactéries contimigesurvivre sur une surface témoin en
inox (Caseyet al.,2010). L'utilisation du cuivre dans les hopitauxipait donc étre une voie

a exploiter pour limiter la propagation des infens.

l. C. 2| L'identification de nouvelles cibles et deuveaux antibiotiques

Les antibiotiques actuellement disponibles sur &amé agissent contre un nombre
limité de cibles comme nous I'avons évoqué précédem. Il est donc possible d’'identifier
de nouvelles protéines bactériennes, cibles de Heavanolécules potentiellement
antibiotiques. La cible doit étre indispensableaactoissance et/ou la viabilité cellulaire,
absente chez I'hGte et exprimée par la bactérgederl’'infection. Ce dernier point est critique
puisque des études ont montré que les protéinesreas par les bactéries durant 'infection
peuvent étre différentes de celles exprimées damsilisu de culture (McDevitet al.,2001;
Nathan 2004). L'identification de nouvelles ciblea laboratoire n’est donc pas simple.
Notons au passage, que la protéine Fur, sur lagaelprojet porte, respecte bien ce « cahier
de charge ».

Les nouvelles molécules antibio-thérapeutiques, ngua elles, doivent étre
structurellement différentes des antibiotiques dom résistance a été notée. C'est aussi le
cas des aptameres peptidiques et des peptides dgrowé lesquels, il n’existe aucune
homologie de séquence dans la littérature. Lesi@tesrgénérations d’antibiotiques sont en
fait, pour la plupart, des molécules naturelles ls§tisées par les bactéries pour leur survie,
mais ayant subi des modifications artificiellesnadiacquérir d’autres propriétés comme un

spectre d’action plus étendu et/ou une meilleucglibponibilité dans I'organisme hoéte. On
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peut citer la famille deg-lactamines et ses différentes générations. Aujbuid’il existe
plusieurs pathogénes (comme SARM) résistantesnadiable de cette famille (Chambets
al., 2009; Deleoet al., 2009). Il faut donc rechercher des molécules ayemmnouveau

« scalfold » (Moyet al.,2006). Il est aussi possible d’approfondir leshexches effectuées
sur les produits naturels avec les nouveaux prdgresset d’identifier de nouvelles molécules
antibiotiques. En effet, de nouveaux produits re@suprovenant de la vaste majorité des
especes bactériennes non-cultivables représentest saource pleine de molécules
antibiotiques non utilisées (D'Onofrét al.,2010).

Les progrés récents en biologie, en chimie et eornmdtique ont vu naitre de
nouveaux outils qui permettront de concevoir aiotique idéal qui serait une pro-drogue :
la molécule serait activée par une enzyme spéeiftzpctérienne a l'intérieur de la cellule et
se lierait & sa cible de facon covalente pour éWemécanisme d'efflux et posséderait un
effet antibiotique a large spectre (Choffreésl.,2010).

Dans la suite, nous évoquerons quelques cas d&todleces nouveaux outils, qui
laissent beaucoup d’espoirs pour le développenefitdrs nouveaux antibiotiques efficaces,

ont été utilisés.

l. C. 3| Quelques exemples d’antibiotiques poté&nga cours d’étude

Cette partie décrira les nouvelles techniquesasoment utilisées pour la recherche
de nouvelles molécules bioactives et de nouvelldsex Nous passerons également en revue
guelques cibles bactériennes actuellement étudigkes molécules inhibitrices de ces cibles
ou des méthodes, comme la génomique, les outilsfbimatiques, le criblage haut-débit et
la chimie combinatoire, sont utilisées.

- Le séquencage de plus de 700 génomes bactémmnslernieres années, parmi
lesquels de nombreux pathogenes, a permis l'ideatiibn et la validation de nouvelles cibles
thérapeutiques (McDevidt al.,2001).

- Les librairies de produits synthétiques issuedadehimie combinatoire, appelés
chimiothéques, sont aussi un moyen de produirendeselles molécules non exploitées.
Récemment, la chimie combinatoire a permis la désdevd'une nouvelle classe de
molécules antituberculeuses ; les diarylquinoliflezunis et al., 2010b). Un composé noté
TMC207, sélectionné lors d’'un criblage a haut d@@itmi plus de 70 000 molécules, est

capable d’inhiber la croissance #i&ycobacterium tuberculosig vivo chez des patients
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atteints de tuberculose (Loungt al., 2010b). Cette molécule agit sur une nouvelle cible
'ATP synthase, enzyme responsable de la synthagd~d

- Différents travaux reportent des candidats paéntcomme la peptide deformylase,
une enzyme indispensable a la maturation des pestéiou la déacétylase, enzyme
intervenant dans la biosynthese du lipide A, un Gt de la membrane externe des
bactéries a Gram (-) (Clemen&t al., 2002). Ces auteurs ont en effet montré que des
inhibiteurs spécifiques de ces deux enzymes emiehun arrét de croissance puis la mort
d’une souche dscherichia colpathogene.

- En utilisant plusieurs des outils cités ci-desseggroupe de Levy est parvenu a la
découverte d’'une nouvelle classe de petites maécinhibitrices de la virulence chez
Yersiniapseudotuberculosis Cette nouvelle famille, basée sur le « scalfolddu N-
hydroxybenzimidazole agit sur une nouvelle cible facteur de transcription LcrF de MAR,
en bloquant sa liaison a I'ADN (Alekshwt al., 1999; Garrity-Ryaret al.,2010; Kimet al.,
2009).

- Les peptides antimicrobiens cationiques et antpleip sont des molécules de 20 a
50 acides aminés, présentant une grande divetsitétlgale et un large spectre d’activité
antimicrobien (Andret al., 2007). Considérés comme l'un des éléments clefsydteme
immunitaire inné des organismes multicellulairess enolécules tuent les microorganismes
rapidement en perméabilisant leur membrane par fet de type détergent ou par la
formation de pores. Plusieurs de ces peptides alogues sont actuellement en cours de
développement dans des infections systémiques etrgient bientdt faire partie des

médicaments anti-infectieux de demain (Andres 2011)

l. C. 4| La stratégie consistant a diminuer la @ngle des pathogenes

Ces dernieres découvertes semblent encourageardiss|e probléme reste le méme.
Il s’agit d’'une course perpétuelle entre la misepaint des molécules antiobiotiques et
'apparition de la résistance bactérienne. C’estrgooi une des nouvelles approche consiste
non plus a tuer les bactéries ou bloquer leur samise, mais plutdt de diminuer leur
virulence, c'est-a-dire leur capacité a infecthdté et causer une pathologie (Cegeéskal.,
2008) (Walsh 2000, 2003) (Garrity-Ryan al., 2010). C’est d'ailleurs I'approche envisagée
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dans ce projet. Dans ces conditions, la bactérisenait plus soumise a une pression de
sélection et serait libre de se diviser, mais maitsplus pathogene pour 'homme.

Chacune des étapes représentées dans la Figurpelutletre une cible potentielle
pour l'action d’un nouvel antibactérien agissant lsuvirulence. Il est possible de cibler les
facteurs de virulence comme les toxines, les adagsyu d’autres déterminants de résistance
aux antibiotiques (Clatworthgt al.,2007).

Cellule hoéte

Endosome

Inhibition de la [
fonction des toxines

Inhibition de 'adhésion
bactérienne

N

Inhibition de la

Toxine sécrétion de toxines

Protéines

synthétisant T
et/ou liant des
& toxines

Inhibition de la réqulation de la virulence

J_ Geénes de virulence

BEocon

Bactérie

Figure 1.11: Cibles potentielles des inhibiteurs € virulence.Inhibition de la transcription des génes
de virulence, de l'adhésion bactérienne, de laésécr des toxines ou de leur fonction. Modifié d&p
(Clatworthyet al.,2007).

Parmi les cibles concernées par cette nouvelleoahpr on peut citer les régulateurs
de transcription qui codent pour I'expression deegampliqués dans I'adhésion cellulaire, la
production et la sécrétion de toxines. Ces dernbassituent des cibles potentielles tres
intéressantes pour la mise au point de nouveauli@iues entrant dans la catégorie de la
nouvelle approche (Garrity-Ryaet al., 2010; Grieret al.,2010; Kimet al., 2009). Comme
nous l'avons vu pour LcrF, le facteur de transaiptToxT deVibrio cholerag qui active

'expression du géne de la toxine cholérique, pEte une cible potentielle (Hungt al.,
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2005). Outre ces facteurs, d’autres regulatearsstriptionnels pourraient étre intéressants
comme cible potentielle.

Parmi eux, il y a la protéine Fur, qui module I'eegsion de plus de 190 genes chez
Escherichia coli dont des facteurs de virulence, mais égalementalbreux geéenes
impliqués dans I'assimilation du fer (Hantke 20@Aped et al., 2007). Il a d’ailleurs été
montré chez des pathogénes tels Bseudomonas aeruginofidassettet al.,1996),Erwinia
chrysanthemi(Franza et al., 1999), Staphylococcus aureugHorsburgh et al., 2001),
Helicobacter pylori(Bury-Moneet al.,2004) etBacillus cereugHarvie et al.,2005) qu'une

inactivation du géntur entrainait une diminution de la virulence de ceddés.

Différentes études par le passé ont montré qued®xe fer augmente la virulence de
nombreux genres bactériens d&scherichia et NeisserigBullen et al., 1968; Bullenet al.,
1971),Listeria et Pasteurella(Martinezet al.,1990),SalmonellaGriffiths 1991),Yersiniaet
Vibrio (Chartet al., 1985). Dans le méme sens, les individus atteiatsuicharge en fer
chronique (hémochromatose) seraient plus sensidles infections par les pathogénes
Escherichia coli Listeria monocytogenesgt Vibrio vulnificus (Khan et al., 2007). La
possession d’'un systeme efficace d’assimilatiofedest donc indispensable a la survie d’'un

pathogene et a sa capacité a infecter I'h6te (8kehei al.,2004).
Afin de mieux comprendre le lien qu’il existe entaevirulence et 'lhoméostasie du

fer, les différentes voies d’acquisitions, de tmos et de gestion du fer chez I'héte

('Homme) et chez les bactéries seront décritesviernent dans la section suivante.

-28-



Introduction générale
ll| Le fer dans le vivant

Il. A] Le fer est indispensable a la vie

Hormis quelques bactéries, tous les organismesitgvant besoin du fer pour vivre.
Cet élément accompagne tous les processus ind@geasa la vie tels que : la synthese des
acides aminés, la chaine de transfert d’électriansgspiration, la fixation de I'azote, le cycle
de I'acide citrique, le transport et le métabolistied’oxygene, la synthese et la réplication de
'ADN (Sandy et al.,2009). Cependant, sa bio-disponibilité pour desims physiologiques
représente un challenge et un véritable enjeu deétition entre les étres vivants d’'un méme
biotope (Guerinot 1994). En conditions d'aérobies@& pH physiologique, le fer existe sous
la forme d’hydroxyde ferrique Fe(Okfyant une constante de solubilité de seulemert 10
M (Sandyet al.,2009).

De plus, le fer réduit a I'état ferreux Fe(ll) estrémement toxique pour la cellule en
raison de sa capacité a réagir avec l'oxygenecatalyser la production d’espéces réactifs a
I'oxygéne dans la réaction de Fenton’{Fe H202>Fe3 + OH + HO) (Touati 2000). La
carence ou au contraire la surcharge en fer chézdinidu conduisent a des pathologies. La
carence en fer chez 'Homme peut provoquer des iséqui touchent 1,62 milliards de
personnes, selon une enquéte de prévalence de I'&%8 1993-2005 (VMNIS 2005). Les
microorganismes et les organismes supérieurs ot mdau point des moyens d’acquisition
et de gestion du fer bio-disponible. De ces fditmmeéostasie du fer est strictement régulée
chez les étres vivants, afin d’assurer un équilemée leur besoin d’acquérir le fer et le
maintien d’une concentration non toxique pour kelfutes. Dans les paragraphes qui suivent,
nous verrons l'acquisition et I'hnoméostasie du ¢deez I'Homme et chez les bactéries et

I'enjeu que cela représente dans la lutte antibactée.
Il. B|] Le fer chez I'hnomme
Chez 'homme, le fer provenant de I'alimentatest absorbé au niveau intestinal puis

transporté a travers les membranes apicales debakes entérocytes. La Figure 1.12 montre

'absorption intestinale du Fer et une partie dééémbnts acteurs impligués dans le
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meétabolisme du fer chez 'Homme, notamment desptéoes membranaires, des protéines de

stockage et un régulateur.

réductase # Fe3t o Fo2¢

Villosité =\ , ’—;.\ ’Nrampz
Intestinale | ] _ HCP1 f

. —*%% IlI F92+

£ 1 \

,i ] Fe- \
‘ l\-s ferritine \i’:}
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Figure 1.12: Le maintien de I'homéostasie du fer cbz 'homme. Le fer alimentaire est absorbé au
pble apical des entérocytes duodénaux, stocké ldarferritines ou exporté au péle basolatéral. €nisharge
par la transferrine plasmatique, le fer est digitaux différents organes utilisateurs dont le foigane de
réserve en fer) et la moelle osseuse qui assunghfépoiése. Arrivés a sénescence, les érythrecytat
reconnus et détruits par les macrophages tissslatele fer héminique est recyclé dans la circoati
L'hepcidine régule négativement l'absorption imtedé¢ et le recyclage macrophagique du fer. Tangferrine ;
HCP1: Heme Carrier Protein 1; Nramp2: Naturalsi®ance Associated Macrophage Protein; fpn:

ferroportine ; cp : céruloplasmine (Delablyal.,2007)

Le fer est généralement complexé a des protéinkss teque la transferrine, la
lactoferrine et la ferritine, par une liaison diee@ des acides aminés, ou bien indirecte par
lintermédiaire d’'un groupement héminique (hémoghahimyoglobine).

Une fois arrivé dans le plasma sanguin, le ferpest en charge par la transferrine

(Delabyet al.,2007)qui le transporte dans les tissus.
La ferritine, présente chez la plupart des orgaessvivants, est la protéine majeure de

stockage du fer. En cas d’excés de fer, la ferrigngtocke afin de protéger les cellules de sa

toxicité. A l'inverse, elle le libére en cas dearaze.
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Chez 'Homme, le fer est donc majoritairement io¢tlulaire, principalement dans
I’lhémoglobine, qui en contient deux tiers. Ce quiite sa disponibilité pour les organismes
pathogénes (Braust al., 2011). L’heme contenu dans I’hémoglobine représeianc une
source de fer intéressante pour la bactérie. Lesoorganismes ont donc developpés

plusieurs moyens d’acquisition du fer.

Il. C|] L’homéostasie du fer chez les bactéries

Le fer est un facteur de croissance pour presqutegoles bactéries a quelques
exceptions pres. Chez les lactobacilles conuaetobacillus plantarumle fer est remplacé
par le manganése (Weinberg 1997). Typiquementbantrie nécessite une concentration en
fer de I'ordre du micromolaire pour une croissanpéimale (Butler 1998). Dans la plupart
des habitats naturels bactériens, le fer est pré&seist forme d’oxydes ferriques peu solubles
ou complexé a des petites molécules organiques eofantitrate, le malate ou I'oxalate
(Expert 1999). Comme il a été décrit précédemnad@z un hote tel que I'Homme, le fer est,
soit lié a la transferrine et la lactoferrine démsilieu extracellulaire, soit complexé a I'héme
ou a la ferritine a l'intérieur des cellules. Caffédentes protéines prennent en charge la
grande majorité du fer présent dans le corps humamiant la concentration en fer « libre »
extrémement faible : estimé &%V (Bridges KR 1995). Celles-ci qui constituentmoyen
de défense pour diminuer une infection ou la vira&e bactérienne. Compte tenu de
importance du fer, les bactéries et particulieestnles pathogenes ont développé plusieurs

mécanismes d’acquisition et de stockage du fer.

Nous porterons une attention particuliére sur I'Bostasie du fer chez les bactéries,
précisément sur les métallo-régulateurs et lespareurs, qui sont en rapport direct avec la

protéine Fur, objet de cette étude.
Les bactéries peuvent utiliser différentes sourdes fer en fonction de leur

environnement. Le fer peut étre sous forme « libml complexé a des protéines, au degré
d’oxydation (1) ou (lII).
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Il. C. 1| Acquisitiorvia 'hneme et les hémoprotéines

Chez I'homme, plus de 80% du fer est lié a I'heme aux hémoprotéines
(hémoglobine, myoglobine, cytochromes, etc...) (Wadlgket al.,1993).

Chez les bactéries Gram (-) la source de fer daietser les deux membranes
(externe et cytoplasmique) constituant la parodiutate en passant par le périplasme avant
d’'atteindre le cytoplasme. Le passage a traversndanbrane externe peut se fait par
lintermédiaire des porines quand la taille du ctemp ne dépasse pas 600 Da. De
nombreuses especes Gram (-) expriment des protépésifigues de I'heme et/ou des
hémoprotéines sur la membrane externe pour tralesdes complexes de fer (Figure 1.13)
(Sandyet al.,2009).

A
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Figure 1.13: Voies d'acquisition du fer chez les Gam (-) (Sandyet al.,2009).

Le systeme de transport de I’heme le plus étudiéedsi Serratia marcescen@raun
et al., 2011) chez laquelle la structure du complexe Hénttophore HasA et du récepteur
HasR a été résolue (Figure 1.14) (Braairal.,2011).
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Figure 1.14: Structure cristallographique de HasA ¢ouge) lié a HasR (bleu)Le plug (orange) joue

le role de bouchon. L’'héme est représenté en Beafiet al.,2011).

HasA, qui a aussi été identifié aussi cRseudomonas aeruginogaYersinia pestis
(Wandersmaret al.,2004) capte I'heme libre (k= 18 pM), puis le complexe HasA-heme est
reconnu par le récepteur membranaire HasR. Ceeallegsi €également capable de reconnaitre
I'héme seul (k= 0,2 uM). Seul 'hnéme est internalisé dans légtésme (Ghigeet al.,1997)
grace a la force proton motrice fournie par lesgines de la membrane interne TonB, ExbB
et ExbD (Sandet al.,2009). Une fois dans le périplasme, 'hnéme es en charge par des
protéines périplasmiques qui le transloquent a tsales transporteurs du type ABC (Braatn
al., 2011). Il serait ensuite dégradé dans le cytopgagan oxydation par des oxygénases pour

libérer le fer.

Chez les bactéries a Gram (+) le systéme d’acarisites hémoprotéines Isddh-
regulated grface_aterminant) dé&taphylococcus aurewst le mieux caractérisé. Ce systeme
fait intervenir neuf protéines Isd qui agissent a thaine pour transporter les
hémoprotéines/hemes a travers la paroi peptidogéy¢maressaet al., 2006) (Braunet al.,
2011).
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Il. C. 2| Acquisition du fer ferreux

Le mécanisme d'acquisition du Fer a I'état d’oxyolat(ll) chez la bactérie est
relativement peu connu. Le ¥edu fait de sa forte solubilité & pH physiologigi@el M),
pourrait étre transporté facilement a travers lanbmane externe par lintermédiaire des
porines, en condition réductrice ou anaérobie. Gageat, le fer ferreux ne prédomine sur le
fer ferriqgue qu’en conditions réductrices, c'eslit& en absence d’oxygene ou a pH acide. On
suppose qu'avant I'apparition de I'oxygéne libtey & trois milliards d’années, le Febtait
la principale source de fer pour les microorgansnt&es derniers ont donc développé des
systemes permettant son transport a travers la nagebplasmique. De facon non
surprenante, de nos jours ce sont les bactérieéranas (strictes ou facultatives) ou
aérotolérantes qui utilisent préférentiellemensgstéme de transport du’F¢Cartronet al.,
2006). Parmi les bactéries aérobies, certainesedenss a leur surface une réductase qui
permet de réduire le Feavant de l'assimiler. De tels systémes ont ététifies chez
différentes espéces, parmi lesquelescherichia coliet Helicobacter pylori mais leurs
mécanismes restent peu connus (Cowart 2002; \#bedt, 1998).

Le systéme de transport du’Feppelé Feo, identifié pour la premiére fois chez
Escherichia coli,aide a maintenir les conditions anaérobies dansestin de 'Homme
(Hantke 1987). Ce systéme est composé de troigipest majeures : FeoA, FeoB et FeoC,
situées au niveau de la membrane cytoplasmique.

FeoA est une protéine cytoplasmique contenant umadee « SH3-like » (Sandgt
al., 2009). ChezEscherichia coli FeoB est une protéine transmembranaire de 7 tsci
aminés composée d’'un domaine C-terminal, qui skeemprédictions, serait constitué de huit
hélicesa transmembranaires et d'un domaine N-terminal hyitepcontenant une activité
GTPase, nécessaire au transport dii &eravers la membrane cytoplasmique vers la eellul
FeoC est une petite protéine fonctionnant commeéaapteur [Fe-S] dépendant (Cartremn
al., 2006).

Il. C. 3| Acquisition du fer ferrique
Comme il a été décrit auparavant, la grande méjatit fer sur terre se trouve sous

forme FE" mais est trés peu soluble & pH physiologique{M). Ce fer se retrouve

généralement sous forme complexé soit a des petéules dans les océans ou sur terre ou
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soit a des protéines chez des hbétes comme I'Hon@as.complexes de fer souvent trop
larges pour passer a travers les porines de la naam@xterne (> 600 Da) sont prises en
charge par un ensemble de protéines transmemleangili assurent le transport jusqu’au
cytoplasme. Ces systemes comportent un transpopemiéique, situé au niveau de la
membrane externe, ayant une trés forte affinité I@telre de 18 M™) et une trés forte
sélectivité pour le complexe donné. L’acquisition @er se fait alors soit par la

transferrine/lactoferrine, soit par les sidéropkore

Il. C. 4| Acquisitiornvia la transferrine et la lactoferrine

Des récepteurs a la transferrine et a la lactoferoint été identifiés chez des espéces
pathogénes telles queeisseraou Hemophilus(Cornelissenet al., 1994). ChezNeissera
meningitis la transferrine est reconnue par un récepteuposide deux protéines, ThpA et
TbpB (Transferrin_nding protein) (Figure 1.15). De méme, la lactoferrine estonnue par
LbpA et LbpB (Lactoferrin_inding protein). Dans les deux cas, les récepteurs sorthtegp
de discriminer le transporteur sous sa forme Ammgde fer) ou Holo (avec le fer). Les
mémes types de récepteurs ont été identifiés dieezophilus influenzaéGray-Owenet al.,
1996). Les sous-unités TbpA et LbpA interagisseardgcale transporteur et permettent la
translocation du P& & travers la membrane plasmique grace & un mécamiépendant de la
protéine TonB qui sera décrite plus loin. Les sonités TbpB et LbpB semblent jouer un
réle dans la discrimination entre les transportelesype Apo et Holo (Cornelissest al.,
1994). Une fois dans le périplasme, |€'Fest pris en charge par le transporteur Flegr{€
binding protein), de type ABC_(AP hinding @ssette) : la sous-unité FbpA complexe I8 Fe
et le transporte jusqu’au canal FbpB qui va tramsto le fer dans le cytoplasme, grace a

I'énergie fournie par I'hydrolyse de 'ATP au nivede FbpC.
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Figure 1.15: Acquisition directe du fer lié a la transferrine a travers les systemes Thp et Fbp chez
Hemophilus influenzae FeTf. complexe Fer-Transferrine; FeFbpA: complexer-FopA; Thbp: transferrin
binding protein; Lbp: lactoferrin binding proteiRbp: ferric binding protein. L’entrée du fer pas@ystémes est
dépendante de la machinerie énergétique TonB/ExtBIEModifié d’aprés (Whitbyet al.,2009).

Il. C. 5| Acquisitiornvia les sidérophores

Il. C. 5. a|] Description des sidérophores

Les sidérophores sont des petites molécules deemasigculaire inférieure a 1000 Da
sécrétés par certains microorganismes pour lidedderrique avec une trés forte affinité
(10*° M) (Sandyet al., 2009). Ces molécules permettent de solubiliser aenplexes
insolubles du métal comme les hydroxydes ferriqoesd’entrer en compétition avec des
protéines de transport telles que la transfermye(set al.,1998). Plus de 500 sidérophores
différents ont été décrits, aussi bien chez lesdoas a Gram (+) qu'a Gram (-) (Sanelyal.,
2009). Les sidérophores sont classés en trois gsoaipdonction du groupement chimique
fonctionnel liant le fer ferrique : les hydroxanmt€aerobactine et ferrichrome), les
catécholates (entérobactine) et les hydroxyacidpgochéline). Les plus étudiés,
'entérobactine, le ferrichrome et la pyochélinatseprésentés sur la Figure 1.16 avec leurs
transporteurs respectifs.
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Figure 1.16 : Structures de trois sidérophores : I'entérobactinele ferrichrome et la pyocheline.
Ces sidérophores sont reconnus spécifiquement (Bamsforme liée au fer) par des transporteurs ale |
membrane externe pour atteindre le périplasme denfanergie dépendante (avec l'aide de la mackineri
ExbBexbDTonB). Des perméases ou des transporte®G permettent ensuite le transport a travers la
membrane interne de maniére & libérer le complexsifiérophore dans le cytoplasme. Les transparigeifer
spécifiques de I'entérobactine et du ferrichromet swésents daris.coli. Une bactérie telle queseudomonas
aeruginosapeut aussi transporter le fer de ces deux sidéreghmais synthétise aussi d’autres sidérophores

spécifiques tels que la pyochéline.

Certaines bactéries, en plus de leur propre systéenesynthése, possedent des
récepteurs aux sidérophores capables de recondaireidérophores synthétisés et sécrétés
par d’autres espéces. Les bactéries pathogéenesrleNgissera quant a elles, ne sécrétent
pas de sidérophores, mais posseédent des protéingsrfdee leur permettant de capter et
d'utiliser les sidérophores exogenes produits pas Imicroorganismes environnants
(Schryverset al.,1999).

II. C. 5. b|] Systéemes de transport des sidérophores
Les bactéries Gram (-) possedent des récepteursegannaissent avec une forte

affinité et de facon spécifique (de I'ordre de’ M) des complexes Ee sidérophore & la
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surface de la cellule. Ces complexes sont trandpattivement dans la cellule selon un
systeme faisant intervenir le récepteur de la mangexterne, les protéines périplasmiques
et les transporteurs de la membrane interne déffiest(Sandyet al., 2009). Ces dernieres
années, la description des structures cristalldugapes de FepA (ferric enterobactin
permease), FhuA (ferric hydroxamate uptake), deAHgerric citrate) et de FpvA (ferric
pyoverdine) ainsi que des modeéles de FvtA (feranchrobactine transport) et FatA (ferric
anguibactin transport) montrent que ces transparteonservent des similarités structurales
(Figure 1.17) (Sandsgt al.,2009).

FecA FpvA FepA FhuA FptA

Figure 1.17: Structures des transporteurs de la meforane externe FecA, FepA et FhuA

Im R

proviennent dE. coli etFpvA et FptA sont d®. aeruginosdSandyet al.,2009).

Globalement, ces protéines sont constituées auami¥gterminal d’'un tonneau 3,
composé de 22 feuillets R antiparalleles transmenaies permettant le passage du
complexe de F&- sidérophore jusqu’au périplasme. Le domaine Nhiteal est globulaire et
forme une sorte de « bouchon » ou « plug » quidgdtpacces au périplasme en absence de
complexe F&- sidérophore. La grande différence entre ces ipedése trouve au niveau des
sites de fixation, spécifiques des complexe¥-Fadérophore.

La fixation du complexe P& sidérophore sur le récepteur de la membrane rexter
entraine un changement conformationnel au nivedortheau 3 et du bouchon (Braginal.,
2011; Fergusoret al., 2002). Cependant, cette variation n’est pas suffes pour laisser
passer le complexe Fesidérophore vers le périplasme. Le passage diplesm nécessite
une deuxieme transition allostérique énergie-dépeind.'énergie va étre fournie par le
complexe protéiqgue TonB-ExbB-ExbD (Braun 1995) @diget al., 1998) (Postle 1993)
(Figure 1.18).
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Figure 1.18: Transport des sidérophores/hémesA gauche ; cas général, a droite, cas particdkela

pyoverdine cheP. aeruginosaSchéma modifié a partie de (Braetral.,2011).

En effet, le premier changement conformationnel €qas I'arrivée du complexe va
rendre accessible I'extrémité N-terminale du réeeptou est située une séguence conservée
de cing acides aminés appelée « boite TonB » (TXXV], ou X est un résidu hydrophobe)
(Sandyet al., 2009). La protéine TonB va alors lier cette ségeeet I'énergie qui lui est
fournie par ExbB et ExbD va entrainer un secondnglment conformationnel, rendant
possible le passage du complex&Fsidérophore vers le périplasme (Braun 1995).

Une fois le complexe dans le périplasme, il et pri charge par des protéines telles
gue FecB, FepB et FhuB qui vont le délivrer au aive’'une permeéase cytoplasmique de la
méme famille, respectivement FecCDE, FepCDEG etCEhuyAndrews et al., 2003).
L’énergie fournie par I'hydrolyse de I'ATP permeé Ipassage du complexe vers le

cytoplasme, mais les mécanismes moléculaires ingdigestent mal connus.

Il. D] Le fer et la relation hote-pathogene

Nous venons de montrer I'importance du fer cheoliiitthe et les bactéries. Le fer est
un facteur de croissance et de survie chez laiiacténe concentration importante dans un
milieu favorise également la capacité d'une baet@athogene a infecter I'néte. Pour se
protéger, I'organisme humain séquestre le fer goiter ou atténuer 'infection. De son coté,
la bactérie utilise toutes les stratégies en segsion pour subtiliser ce fer. On assiste donc a
une veéritable « bataille pour le fer » a laqueléte et le pathogéne se livrent (Fischbath

al., 2006a). Dans la suite, nous allons décrire lesdgs lignes de cette bataille.
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Il. D. 1| La réponse immunitaire de I'h6te

Afin de limiter la biodisponibilité du fer pour prénir les infections bactériennes,
'organisme humain synthétise et sécrete des mregéfui complexent le fer. Ces protéines
qui vont complexer respectivement le fer et I'hétobme sont considérées comme des
agents bactériostatiques naturels. En cas d'imfecteur production est augmentée dans les
sites d'inflammation. La lactoferrine notamment ébg&rée par les neutrophiles afin de
séquestrer le fer dans cette zone (Ellison 1994adtoglobine, une protéine plasmatique, lie
’hémoglobine (Eatonet al., 1982). Lors d’une infection, le complexe haptogieb
hémoglobine est reconnu par un récepteur préselat surface des monocytes et des
macrophages avant d’étre internalisé. Cela va iedwie cascade de signalisation a l'origine
de 'augmentation de la sécrétion de cytokines-iaffammatoires (Kristiansest al.,2001).

La lipocaline également appelée sidérocaline ou NGMeutrophil glatinase-ssociated
lipocalin), une protéine sécrétée durant linfectipar les neutrophiles et les cellules
épithéliales, a été décrite aussi comme un comipact&riostatique. En effet, elle est capable
d’'inhiber la croissance bactérienne en séquestlastsidérophores chargés en fer, tels que
'entérobactine par exemple (Goett al., 2002) ou d’autres types de sidérophores (Smith
2007). L’affinité du complexe fer-entérobactine ptailipocaline est comparable a l'affinité
pour le récepteur membranaire Edtherichia coli FepA (Kd = 41 nM et 50 nM
respectivement) (Buchana al.,1999) (Goetzt al.,2002). Il a été demontré que des souris
déficientes en lipocaline sont beaucoup plus st@ssila linfection par la souche

d’Escherichia colpathogéne H9049 que des souris sauvages(rb,2004).

Il. D. 2| Le pathogene et I'infection

Face a une infection bactérienne, une partie dépanse immunitaire de I'organisme
humain consiste a séquestrer le fer et ainsi lmiige développement des pathogénes.
Néanmoins, les bactéries ont su mettre en plaééraites stratégies pour « contourner » ce
probleme.

La premiere réponse des bactéries face a un emenoent appauvri en fer réside en la
synthése et la sécrétion de sidérophores, d’hémegplet de protéases comme I'hémolysine,
qui va lyser les érythrocytes afin d’en récupéterhe complexé au fer.
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La synthése de ces molécules, considérées commfaalesrs de virulence, est sous
le contrdle de la protéine Fur (Baumédral.,1996) (Russet al.,1999), objet de cette étude..
Chez certaines espéces telles Yeesinia enteroliticales genes codant pour ces facteurs de
virulence sont localisés dans des régions de I'ABppelées «ilots de pathogénicité »
(Carniel et al., 1996). Ces ilots contiennent essentiellement dgwes) impliqués dans le
meétabolisme du fer qui sont régulés eux aussigpprdtéine Fur.

Une autre stratégie mise en place par les bactéarig® découverte récemment. En
réponse a la lipocaline sécrétée par I'hote, aetabactéries synthétisent des entérobactines
portant un groupement glucose supplémentaire. Getdification chimique entraine un
changement structural de I'entérobactine qui n&s$ reconnue par la lipocaline (Fischbach
et al., 2006b). Cette modification est sous le controlectitsteriroA, qui comporte cing
genes :iroB, iroC, iroD, iroE et iroN, regroupés en deux opéronsoN d'une part, et
iroEDCB d’autre part. Ce cluster a été identifié pour tenmére fois chezSalmonella
(Fischbachet al., 2006a), mais a ensuite été retrouvé chez une saliElseherichiacoli
pathogéne CFT073 (Welckt al., 2002). De facon intéressante, il a été montré chez

Salmonellague les deux opérons étaient sous le contréleidéBaumleret al.,1996).

Il. D. 3| La protéine Fur et la virulence

La pathogénicité d’'une bactérie semble étroiteniéata sa capacité a contourner les
stratégies mises en place par I'’héte pour limaebibdisponibilité en fer. La protéine Fur, est
un élément clé de 'homéostasie du fer chez leséhas. L’inactivation du genaur dans
différents pathogénes tels g8¢aphylococcus aurewet Erwinia chrysantheméntraine une
diminution de la virulence des bactéries (Fragizal.,1999). En effet, Fur régule I'expression
de nombreux facteurs de virulence tels que lesrgthdres, les hémophores, ainsi que
différentes enzymes et toxines. Fur a donc unaéteral dans la pathogénicité des bactéries.

De plus, le role de régulation du métabolisme dwaésuré par Fur chez les bactéries a
Gram (-) est fondamental. En effet, une délétiorgdnefur chezEscherichia colientraine
une assimilation constitutive du fer, ce qui prowaqun stress oxydant et d'importantes
mutations sur I’ADN (Touatet al.,1995).

L’absence de Fur dans les cellules eucaryotesienrfa cible de choix dans la lutte
antibactérienne. Dans la partie qui suivra, nolsalprésenter cette protéine, son réle en tant

gue régulateur global, son fonctionnement ainsispsecaractéristiques moléculaires.
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lll| La protéine FUR (Erric Uptake Fegulator)

Aprés un rappel historique sur la découverte de Bon réle dans la régulation de
’homéostasie du fevia l'interaction avec 'ADN, nous développerons lemactéristiques

structurales des protéines Fur et Fur-like.
[ll. A| Historique

Les premieres expériences ayant montré I'existeiuoee régulation du métabolisme
du fer chez les bactéries datent de 1956 (Garibatdial., 1956). Garibaldi et ses
collaborateurs ont montré que I'expression desegyss d’acquisition du fer était régulée
négativement par le fer lui-méme. Par la suite, woeiche mutante dé&almonella
typhimuriumproduisant certains sidérophores de fagon corigtat été isolée (Erngt al.,
1978) Ernst et ses collaborateurs ont suggéré que lationtaffectait un géne responsable de
la régulation des systémes d’'acquisition du fer.g€ee fut nomméur, pour frric ytake
regulation. CheEscherichia coliles premiers mutanfar ont été identifiés en 1981 (Hantke
1981). Chez ces mutants, les génes codant pougdepteurs de sidérophores FecA et FhuA
étaient exprimés constitutivement alors qu’ils étaiconnus pour étre régulés par le fer. Le
genefur d’Escherichiacoli a ensuite été cloné (Hantke 1984) et séquencélffsclet al.,
1985). ChezEscherichia coli ce géenefur code pour une protéine homodimérique de 148
acides aminés avec une masse moléculaire de 16&95a séquence en acides aminés de la

protéine Fur dEscherichia coliest représentée sur la Figure 1.19, ci-dessous.

MTONNTALKKAG LKV TLPRLKILEVLOEPDNHHY SAEDLY KRLIEMGEE!
1 10 20 a0 40 &0

GLATYYRYVLNGFDDAGIVTRHNFEG GRSWVF ELT QQHHHDHLI CLDC G|
50 70 80 a0 100

EFSDDSIEARQREIAAKHGIELTNHSLY LY GHCAEG DCREDEHAHEGK
110 120 130 140 148

Figure 1.19: Séquence d’'acides aminés de Fur@Escherichia coli

Fur est une métalloprotéine possedant un grandrediacides aminés qui pouvant
étre des ligands pour des métaux. En particuliler centient 12 résidus histidines. Mais aussi
des tyrosines, des aspartates et des cystéines.
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La protéine Fur se comporte en fait comme un sertiefer. Lorsque la concentration
intracellulaire en fer est suffisante, elle s’actiee réprime I'expression des protéines
impliquées dans les processus comme la biosyntésesidérophores, les systémes de
transport du fer (Figure 1.20).

/" Fe3+

N [Fe*-sidérophore] sidérophore

J
—fJ

r
\

Fe2t
réduction
Protéine de
Stockage
[Fe-Fur]

\K ADN © //

Figure 1.20: Représentation schématique du mécanisende contrble de I'acquisition du fer par

e>" + sidérophore]

Fur chez la bactérie.En présence d’'une concentration en fer suffisdatprotéine Fur est activée et réprime la
synthése de genes impliqués, entre autres, dasinfidation du fer.

Dans ce mécanisme, le ?Fgoue le role de cofacteur permettant I'activatide la
protéine pour sa liaison & 'ADN. Lorsque la cortcation en F& devient importante, celui-
ci se fixe sur Fur pour son activation. La protéantivée peut alors se lier sur les séquences
d’ADN spécifiques situées dans la région promotdes genes qu’elle régule (de Lorero
al., 1987).

Le fer n’est pas le seul métal capable d’actiuar Bes étudem vitro ont montré que
les cations divalents Mfy Co**, Cdf*, Cuf*, Ni** et Zrf* sont capables d'activer la protéine et
de provoquer sa fixation sur la région promotricegdune codant pour I'aérobactine. Par
contre,in vivo, outre le F&, seule I'addition de C%, Ni** ou Mrf* dans le milieu de culture

semble avoir un effet sur la répression des getmpdés par Fur, alors qu'aucun effet n’a été
observé pour le Z# (Bagget al.,1987).

Plus tardivement, des homologues du genent été identifies chez un grand nombre
de bactéries Gram (-) dont plusieurs pathogénesatmsntels querersinia pestigStaggset

al., 1991), Helicobacter pylori(Bereswill et al., 1998) etPseudomonas aerugingseais
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aussi chez certaines bactéries a Gram (+) co8tagghylococcus aurekurodaet al.,2001)
et Bacillus subtilis (Bsat et al., 1998). La plupart de ces homologues sont capaldes
complémenter une soucheEdcherichia coli déficiente en protéine Fur, suggérant un

mécanisme d’action semblable de ces protéinesaEmnsicroorganismes.

[ll. B| Fur, un régulateur global

Plusieurs travaux, dont les notres ont démonte2Fu régule I'expression d’environ
190 de geénes chdz. coli (Abed et al.,2007) (Hantke 2001). La plupart de ces génes sont
impliqués dans l'acquisition et le stockage du E&rs autres genes codent pour des protéines
impliquées dans des processus variés tels que tgbolisme ¢yoA, la motilité fIbB) ou
encore la réponse au stress oxydaadB (Stojilikovic et al., 1994). De ce fait, Fur est
considéré comme un régulateur global. A I'instas dpérons, I'ensemble des genes régulés
par Fur constitue un « modulon » (Andrestsal.,2003).

L'inactivation du genefur affecte les processus énoncés ci-dessous. Caiainent
aussi une incapacité de croitre sur milieu contenaiguement des sources de carbone non
fermentables comme le succinate, suggérant un tdéfas la respiration (Hantke 1987). De
plus, ce méme mutant est sensible a un stress wixiyathuit par le fer. Ceci est probablement
dd a une augmentation de la concentration enlie du cytosol (Touatt al.,1995). Enfin,
chez Salmonella typhimuriunet Helicobacter pylorj I'inactivation du géendur induit une
sensibilité accrue au stress acide, suggerantlerdedFur dans la réponse a ce stress (Bijlsma
et al.,2002) (Fosteet al.,1992).

Dans la majorité des cas, Fur agit en tant queesépur de I'expression des génes.
Mais depuis un certain temps, plusieurs étudeshmnitré que certains génes pouvent étre
régulés par Fur de maniere positive, comme c’estsecheZEscherichia colipour sodBqui
code pour la superoxyde dismutase a fer (Dubtaa., 2000, 2002; Fee 1991; Masskal.,
2002).

lll. B. 1| Régulation négative

La protéine activée par le métal va se fixer sgrdéquences promotrices et bloquer

'accés de I'ARN polymérase. Mais, lorsque I'ARN lyioérase est déja fixée sur le

promoteur, Fur, méme activée, ne peut la dépl&saolaret al.,1997).
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Le mécanisme de répression de Fur en I'absenoefdeteur (ou « Apo-Fur ») a été
proposé pour la premiere fois chidelicobacter pylorien 2005 (Ernset al., 2005). D’apres
ces travaux, 16 genes étaient concernés par calgypégulation, comme le gépé& codant
pour la ferritine, impliquée dans le stockage du dé le génesodB qui code pour la
superoxyde dismutase a fer. De facon intéressale®, études sur les protéines Fur de
Campylobacter jejunjHolmeset al.,2005) etDesulfovibrio vulgarigBenderet al.,2007) ont
également évoqué une répression possible de lactiption par la protéine Apo, mais ces
hypothéses restent a confirmer. Un tel mécanisméamais été décrit ch&scherchia coli

[ll. B. 2| Autorégulation de Fur

La régulation du gené&ur par la protéine Fur elle-méme est le mécanismelus
conserveé chez les bactéries. La protéine réprinpeggae expression en condition de carence
en fer. Cette régulation a été mis en évidencetdteshezEscherichia colide Lorenzeet al.,
1988a), et également par la suite chieficobacter pylori(Delanyet al.,2002; Delanyet al.,
2003), Neisseria gonorrhoeaéSebastiaret al., 2002) etEdwardsiella tard(Wang et al.,
2008). Certaines bactéries possedent d’autresipestgui régulent 'expression du géefne,
comme la protéine CAP_@fabolite_ativator potein) chezEscherichia coli(De Lorenzoet
al., 1988b), RpoS che¥ibrio vulnificus(Lee et al.,2003) et NikR cheHelicobacter pylori
(Delanyet al.,2005).

Dans la majorité des cas, I'autorégulation dedafiun mécanisme de répression par la
protéine métallée, tel que nous I'avons décrit @démment. Néanmoins, cheelicobacter
pylori, la régulation proposée par Delary al semble étre plus complexe. Elle ferait
intervenir une activation de I'expression du gémevia la protéine Apo (Delangt al.,2005).

De méme, che¥ibrio vulnificus Fur active la transcription dar en I'absence de fer en se
liant directement a 'ADN (Leet al.,2003).

Ces études sur l'autorégulation de Fur montrefgligupeut étre un activateur de la
transcription intervenant de fagon directe ou ieche.

lll. B. 3| Régulation positive

Avant 1994, le mécanisme de régulation négatiai &t plus connu. C'est a partir des

analyses protéomiques realisées en 1994 sur desntmfiir de Vibrio cholerae qu’un
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mécanisme d’activation par Fur a été mis en évigéhitwin et al.,1994). Les analyses de
Litwin et al. ont montré que I'expression de nombreuses praéigeessitait la présence de
protéine Fur métallée. Depuis, ce mécanisme daiitim a été identifié chez différents
microorganismes :Helicobacter pylori (géene nifS) (Alamuri et al., 2006), Neisseria
meningitis(genesnorB, nuoA et panl) (Delanyet al., 2004), Yersinia pestiggenesftnA et
napF (Gaoet al.,2008) etPseudomonas aeruginoggenebfr) (Wildermanet al.,2004).

ChezEscherichia coliil avait été montré que certains genes, notammeeggnesodB
et le gendtnA codant respectivement pour la superoxyde dismutdseet la ferritine étaient
régulés positivement par Fur. Des études récemtemontré que cette régulation positive par
Fur était indirecte.

Dans le cas deodBceci est assurda la répression de petits ARN régulateurs anti-
sens (ARNS) qui eux mémes répriment I'expressiora3 (Masseet al.,2002). Ces ARNs
agissent au niveau post-transcriptionnel en réprirfeatraduction des génes cibles. En effet,
leur interaction avec les ARN messagers ciblesagmgrune déstabilisation de ces derniers et
leur traduction est inhibée.

Dans le cas de la ferritine, Fur agit en se liamtaenont du site d’initiation de la
transcription sur des sites de fixation de H-NS @&chant ainsi la repression par celle—ci
(Nandalet al.,2010).

[ll. C| Laliaison de Fur a 'ADN

lll. C. 1| La ségquence consensus

En 1987, les expériences d’empreintes a la DNAasalisés par De Lorenzo et ses
collaborateurs ont mis en évidence les sites déidixale la protéine Fur sur le promoteur de
I'aérobactine dEscherichiacoli. (de Lorenzeet al.,1987). La comparaison de ces séquences
avec celles de différents promoteurs reconnus par(fRuA fepA et fur) a identifié une
séquence consensus palindromique de 19 paires sk&s &scolaret al., 1998). Cette

séquence, riche en adénines et thymines, a été éeminoite Fur » (Figure 1.21).
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A 5'- GATAATGAT w ATCATTATC -3

B 5'- GATAATGATAATCATTATC -3
3’- CTATTACTATTAGTAATAG -5

C 5'- GATAATGATAATCATTATC -3’
3'- CTATTACTATTAGTAATAG -5

D 5'- tGATAATGATAATCATTATCa -3’
3'- aCTATTACTATTAGTAATAGt -5’

E 5'- GATAATGATAATCATTATC -3’
3- CTATTACTATTAGTAATAG -5

Figure 1.21 : Séquence consensus de la boite Fur)(At représentation des différents modéles
d’interaction de Fur avec 'ADN (BCDE). Chaque fleche représente un monomeére de Fur. Aarkespond a
AT ; B : liaison sur motif palindromique ; C : i&n sur motif hexamérique ; D : Liaison sur matt-7 ; E :

liaison sur motif 6-1-6.

lll. C. 2| Les modeles d’interaction Fur-ADN

Différentes études ont proposé des modéles diatien de Fur avec 'ADN (Baichoo
et al.,2002) (Escolaet al.,1999) (Lavrraret al.,2002; Lavrraret al.,2003). La protéine Fur
étant active sous forme dimérique, le premier n®d®bposé pour son interaction avec
'ADN était que chaque dimere reconnaisse une segu@alindromique, c’est-a-dire deux
diméres par « boite Fur », chacun étant fixé sudem brins d’ADN (Marmorsteirt al.,
1992; Paboeet al., 1992) (Figure 1.21 B). Cette hypothése n’était pampatible avec les
résultats expérimentaux d’empreintes a la DNaseldeetmicroscopie électronique qui
montraient que Fur tendait a polymeériser sur TABNa en occuper plusieurs faces opposées
ou adjacentes (de Lorenebal.,1988a). Par la suite, Escolar al ont proposé un modele
ou le dimere de Fur reconnait une séquence éléirente 6 paires de bases: 5’
NAT(A/T)AT 3’ (Escolaret al.,1999) (Figure 1.21 C).

Toutefois, ce motif parait relativement court e$ letudes biochimiques ont montré
gu’un seul motif hexameérique, ou deux motifs adjagesont insuffisants pour la liaison de
Fur. Baichoo et Helmann ont alors proposé un modeél&ur reconnait une séquence de 15
paires de bases organisées en un motif 7-1-7 Bheitlus subtilis(Baichooet al., 2002).
Dans ce modele, deux diméres de Fur peuvent sesuiechaque boite Fur, sur des faces
opposées de la double hélice d’ADN (Figure .21 DBg modele est compatible avec

I'enroulement de Fur sur ’ADN observé par De Laent al.(de Lorenzeet al.,1988a).
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Un modele similaire a été proposé clsrherichia coli(Lavrraret al.,2002; Lavrrar
et al., 2003). Toutefois, le motif reconnu serait de tgpe-6 (soit 13 paires de bases) répété
deux fois de fagon inversée, et constituant le fnaetil9 paires de bases lié par EcFur (Figure
.21 E). Ce modéle est compatible avec les dondégsositionnement d’EcFur sur 'ADN
obtenues dans une étude de pontages covalents dplegemEcFur-ADN analysé par
spectrométrie de masse (Tetsal.,2005b). Ces expériences ont montré que la tyrdsnse
trouvant dans I'hélice de reconnaissance de 'ABfd)t trés proche du doublet de thymine de
la boite Fur contenue dans les promoteurs régulésFpa Cette proximité doit étre
importante pour la liaison Fur/ADN de toutes lest@mes de la famille Fur puisque la
tyrosine et le doublet de thymine sont conservéss €t ses collaborateurs ont proposé un
modele théorique d’interaction, représenté suriture 1.22: , ci-dessous ou I'on voit un
dimére de Fur d®seudomonas aeruginostnt les domaines d’interaction avec 'ADN se
postionnent dans le grand sillon de I’ADN.

Bien évidemment, seule la résolution d'une stmectulu complexe Fur-ADN

permettrait de valider un modele et de résoudte cgtestion.

Figure 1.22: Modele du complexe Fur-ADN. A : vue aiale. B : vue longitudinale.La structure
tridimensionnelle de Fur de.aeruginosaa été utilisée (Pohdt al.,2003). Le modéle a été réalisé a I'aide du
logiciel Insight 1l (Accelrys). Jaune, gris : un nmmere de Fur ; bleu : double hélice d’ADN ; rouggrosine
55 ; vert : lysines 40 et 76 ; cyan : thymines 8% D’aprés (Tis&t al.,2005b).

L’affinité de Fur pour ces boites Fur ne semble yarier d’'un promoteur a l'autre.
Toutefois, le nombre de boites Fur présentes sugueh@romoteur serait a l'origine des
différences observées dans les niveaux de répred3iios un promoteur comprend de boites
Fur, plus le niveau de la régulation par Fur estartant (Abedet al.,2007). Une diminution
importante de la concentration en fer intracelhelaicofacteur de la protéine est donc

nécessaire pour atténuer la régulation par Fur.idvelrse, un promoteur comportant
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seulement une ou deux boites Fur, serait régulégaetites variations de la concentration en

fer dans le cytosol.

[ll. D| La famille des protéines Fur et « Fur-like

Leur réle de régulateur de la transcription saitene activation par un ion métallique,
ainsi que leurs homologies structurales avec F@sdierichia coliet de Pseudomonas
aeruginosaont valu l'appellation de « Fur-like » & d’autredgulateurs transcriptionnels
(Braunet al., 1998). Depuis, Fur désigne non seulement uneipggtéais aussi une famille
de métallorégulateurs avec des caractéristiguesncmmes (Leeet al., 2007a). Cette famille
comprend des régulateurs impliqgués dans I’homéesthis métaux autres que le fer : zinc,
nickel et manganése (respectivement les protéinesNdir et Mur), mais aussi PerR (senseur
du stress oxydant) et Irr (senseur de I'héme). lgureé 1.23 montre des alignements de
séquences entre plusieurs protéines Fur d’int@rdis notre étude ainsi que la description des
structures secondaires de protéines dont desstesatristallographiques partielles ou totales

ont été décrites.

HpFur

EcFur

VcFur

PaFur

MtZurx

ScNuxr

BsPerR

HpFur KNTST FICVLETSKSGRRYEIAAKENHDHITCLHCGKIIEFAD 113
EcFur EET IVTRHNFEGGKSVFELTQQHHHDHLICLDCGKVIEFSD 104
VcFur EET IVTRHHFEGGKSVFELSTQHHHUDHLVCLDCGEVIEFSD 104
PaFur LVVRHNFDGGHAVFELADSGHHDHMVCVDTGEVIEFMD 103
Mt Zur ENI SSGLVDTLHTDTGESVYRRCSEHHHIHLVCRSCGSTIEVGD 96
ScNur LVSHAHLGHGAPTYHLADRHHHIHLVCRDCTNVIEADL 104
BsPerR LVKELTYGDASSRFDFVTS-DHYHATICENCGKIVDFHY 107
HpFur AKLISHDMKMFVWCREBEOESEC-~-~---~-~-— -~ 150

EcFur KHGIRLTNHSLYLYGHC-AEGDCREDEHAHEGK-- 148

VecFur YNVQLTNHSLYLYGKCGSDGSCKDNPNAHKPKK- 150

PaFur RGFELVDHNLVLY - - -—----— VRKKK-------- 134

MtZur TKHGFSDVSHTIEIFGTCSDCRS---------—-—-—-- 130

ScNur FGFDTDMKHFAIFGRCESCSLKGSTTDS ------ 145

BsPerR FKVSHHRLEIYGVC H--------- 145

Figure 1.23: Alignement de séquences des protéinétpFur, EcFur, PaFur, VcFur, MtZur, BsPerR et
ScNur. Les ligands des sites métalliques sont indig@dsrouge : ligands du site structural ; en blikgands du
site de régulation ; en bleu souligné : ligandsits Zn2 d’HpFur ; en vert : ligands d’'un site qmare »; en vert
souligné : ligands du site Zn3 d’HpFur, observésdanstructure. Les structures secondaires sonégeptées :
en vert les hélices, en jaune les brins B. Structures secondairesni@i&es par cristallographie aux rayons X,
sauf EcFur [83-148], déterminée par RMN.
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Nous parlerons plus particulierement des protéihgBur, VcFur et PaFur ainsi que
de BsPerR pour lesquelles des structures ont stduss et qui seront I'objet de notre étude

dans la partie théorique de ce travail.

> La protéine Fur dielicobacter pyloriHpFur)

Le génefur d’Helicobacter pyloria été identifié et caractérisé en 1998 (Beresstill
al., 1998). La protéine Fur H. pylori peut complémenter partiellement une souclie doli
dépourvue du gén@ur. HpFur controle I'expression de genes impliqués daifférentes
fonctions, telles que le métabolisme du fer (géfesfecAl, fecA2, nifS, exbB, fUErnstet
al., 2005), le stress oxydant (gersexiB, cat, nap(Ernstet al.,2005), 'adaptation au stress
acide (géneamik, amiFet arsR ainsi que le métabolisme et ’lhoméostasie du hifdenes
nikR, hydABC, hpn-like Cette protéine a été caractérisée au laboragbisa structure a été
publiée en 2009 (Diaet al.,2011; Vitaleet al., 2009). Elle comporte une extremité N-ter
unigue et contient 3 types de sites métalliques timnportance relative a été étudiée par

mutagénese dirigée comme cela sera présenté @us ba

> La protéine Fur de Mrio cholerae(VcFur)

Vibrio cholerae est I'agent responsable du choléra qui a absoltirhesoin de
systemes d’acquisition du fer performants pour dskmson héte. Ces systémes sont sous le
contrble de la protéine VcFur qui régule I'expressde plus d’'une centaine de genes chez
vibrio cholerae(Sheikhet al.,2009). Il a été montré que VcFur peut régulerad@h négative
et positive les génes qu'elle contrdle (Mey al., 2005). Le réle de la protéine dans la

pathogénicité a été mis en évidence et sa struataté résolue (Sheildt al.,2009).

> La protéine Fur d®seudomonas aeruginog@akFur)

Pseudomonas aeruginosast une bactérie couramment responsable d’infection
nosocomiales et pulmonaires. Elle est aussi copnuesa capacité a former des biofilms et a

résister a un antibiotique (voir acronyme ESKAPHshaut). La structure de PaFur publiée
en 2003 a été la premiére structure d’'un membia themille Fur (Pohkt al.,2003).
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> La protéine PerR dBacillus subtilis

PerR (Pearxyde regulon_ epressor) a été identifiée comme le principal ratguir
inductible par un stress au peroxyde d’hydrogene &aillus subtilis(Bsatet al., 1998).
Depuis, PerR a été identifiée chez de nombreusesérizs a Gram (+) telles que
Staphylococcus aurelislorsburghet al.,2001) ouListeria monocytogengfeaet al.,2004).
Lorsque la protéine est oxydée parJ P, on observe une levée de la répression des genes
régulés par elle. PerR régule principalement deegémpliqués dans la réponse au stress
oxydant, notamment le ger@tA codant pour la catalase, mais aussi des genegjuégl
dans le stockage du fer comiiie codant pour la ferritine, mais aussi le gémg(Bsatet al.,
1998). Par ailleurs, des études ont montré que B&R impliguée dans la virulence de
différentes especes, telles q@&taphylococcus aureusStreptococcus pyogenekisteria

monocytogene@Reaet al.,2004) etEnterococcus faecali@/erneuilet al.,2005).

Pour I'ensemble de ces métallorégulateurs, laifsgiéE pour un métal donné provient
de la structure et de la coordination des diffé&resites métalliques. La résolution récente de
leurs structures tridimensionnelles de Fur et «liker» nous a permis de proposer des
modeles de la protéine Fur @scherichia coli(EcFur) dont la structure entiere n’est pas

connue. Voici la description des propriétés stnatas de ces protéines.

lll. E| Caractéristiques structurales des protéaset « Fur-like »

A ce jour, il existe moins d’'une dizaine de stanes cristallographies complétes des
protéines de la famille de Fur. La premiére stnectiécrite en 2003 fOt celle @seudomonas
aeruginosa(PaFur) dans sa conformation active (Pethhl., 2003). Ensuite, la structure de
PerR deBacillus subtilis(BsPerR) en conformation proposée inactive aé&teélue (Traoret
al., 2006). Au laboratoire, nous disposions de la stneccristallographique de domaine N-
terminal et des données RMN de Fugstherichia col(EcFur) (Pecqueust al.,2006).

Ces derniéres années de nouvelles structures detHeur-like ont été décrites : Zur de
Mycobacterium tuberculosiVitZur) (Lucarelliet al.,2007), Fur dé/ibrio cholerae(VcFur)
(Sheikh et al., 2009), PerR ddacillus subtilisen conformation active (Jacquanwdtal.,
2009), Nur deStreptomyces coelicoldScNur) (Anet al., 2009) et enfin Fur dHelicobacter

pylori (HpFur) par notre équipe en collaboration aveSRE (Dianet al.,2011). Toutes ces
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protéines sont métallées et en conformation actieecepté peut-étre MtZur. Les
caractéristiques structurales des protéines dantséguences ont été présentées ci-dessus
(Figure 1.23) sont répertoriées dans le Tableaf. ICes différentes structures présentent
plusieurs points communs : ces protéines sont demotionéres, chaque sous-unité
monomerique (1 sous-unité grisée et 'autre en btgaune) possede un domaine N-terminal
de liaison a I'ADN (en bleu) et un domaine C-teratide dimérisation (en jaune). Ces deux

domaines sont séparés par une boucle appeléeox dgarniere ».
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Site 2 (charniére)

Site 3

Protéine

Liaison 4 ’ADN

Dimérisation

Site 1 (structural)

Distance entre les

4 hélices u
(al-o04)
2 brins B

(B 1- B2)

Tyr55:28A

3 brins
(B 3- B5)
1 hélice «

(o)

Site 3 proposé comme

site structural
1 seule cystéine dans
la protéine. n’est pas

ligand d'un métal

Site & zine

His 32. Glu 80,
His 89, Glu 100
+ His 87 proposée
Proposé comme
site de régulation

In vive : site a fer

Site a zine
His 86. Asp 88
bidentate. Glu
107. His 124,
H;O

PerR. de Bacillus subtilis (BsPerR)

4 hélices o
(ul-wd)

2 brins B

(B 1- B2)

Distance entre les

Tyr59:354A

(en conformation

active)

3 brins
(B3 3- B3)
2 hélices «

(05- ub)

Site a zine
Motif CX>C-CXC
Cys 96, 99,136 et 139

Site &4 manganése
His 37, Asp 85,
His 91. His 93,

Asp 104

Proposé comme

site de régulation

ef manganése

In vivo : site a fer

Non identifié

Ligands non

CONSErves
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Nur de de Streptomyces coelicoldiScNur)

Tyr56:26A

In vivo : site 4

nickel

4 hélices a 3 brins B Absence de métal Site a zinc Site a zine
A (wl- o4) (B 3-05) Présence d’un motif His 33, Glu 84, His 87, Asp 89,
SRR 2 brins B 1 hélice a CILC-CLC His 88. His 90 Glu 108, His 125
(B 1-B2) (o5} Cys 93, 96,133 et 138
Distance enire les Pont disulfure entre Proposé comme
Tyr56:214A les cystéines 93 et 133 | site de régulation
In vivo : site a fer
3 hélices o 3 brins B Site a zinc Site a zine Site a zine
(al- a3) (B 3- BS) Motif CX2C-CXaC : | Asp 62, Cys 76, | His 80, His 82.
: 2 brins B 1 hélice u Cys 86,99, 126 et 129 His 81. His 83 Glu 101. His 118
utre s:;e abeisatiEa (B 1-B32) (o4} Proposé comme
Distance entre les site de régulation
Tyr49:61 A In vivo : site a zinc
4 hélices a 4 brins B Absence de métal Site a zinc Site a nickel
(wl- od) B 3-B6) Présence d'un motif His 33. His 86. His 70. His 72.
2 brins B 3 hélices a CXHC-C3XHC His 88. His 90 His 126.
(B 1-B2) (a5-0T) Cys 93.96. 133 et 136 | Proposé comme Malonate.
Distance entre les site de régulation Etyléene glycol
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4 hélices «

Non résolu

Site a zinc

His 32 et His 89

Non identifié

(gl-ad) Présence d'un motif proposées
2 brins B CXHC-CXC Ligands
(G 1-B2) Cys 92,95, 132 et Propose comme CONSErves
Fur d’Escherichia coli [1-82] (EcFur) 137. site de régulation
Ligands identifies :
Cys 92 et 95. In vive : site a fer
ali 3 brinsP (B3- TORP P
Site de régulatiaq 4 helicesa P® Site a zinc Site a zinc
(a1- 0d) 5) motif CX,C-CX,C L Gln 120, Glu 117
Site i 3 hélicesu Cys 102, 105, 142 Ste & zine His 134, His 96
structural 2 brinsp (B1etp2) ys ’ ’ f His 42, Glu 110, IS » IS 26,
Distance entre leg ~ (a5- a6) 145 Glu 90, His 99, Hid Asp 98
Tyr56:25A 97, Lys 94

Fur d’ Helicobacter pylori(HpFur)

Proposé comme
site de régulation

In vivo: site a fer

Tableau I. 2: Caractéristiques structurales des prteins PaFur, BsPerR, VcFur, MtZur, ScNur EcFur et HoFur. Les éléments de structure secondaire ainsi que

les sites métalliques sont indiqués sur les strast(colonne 1). L’héliced est I'hélice de reconnaissance de I'’ADN, saufzdWéZur ou c’est I'hélicex3. La composition

des domaines de liaison a I'ADN et de dimérisationt indiqués (colonnes 2 et 3). Les ligands des snétalliques sont indiqués dans les colonnéset 6. Références :
PaFur (Ahmackt al, 2009; Lee & Helmann, 2006; Poét al, 2003), BsPerR apo (Traoet al, 2006), BsPerR métallée (Jacquamieal, 2009), MtZur (Lucarelliet al,
2007), VcFur (Sheikh & Taylor, 2009), ScNur (Anhal, 2009), EcFur (Gonzalez de Peredal, 1999; Pecquelst al, 2006) et HpFur (Diast al, 2009).
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[ll. E. 1| Domaine de liaison a ’ADN

Le domaine de liaison a 'ADN (en bleu) des diéiéles protéines comprend quatre
hélicesa et deux brins 3 formant un feuillet 3 antiparall@ll ao4; 31 et 32). Le motif de ce
domaine permettant la liaison a I’'ADN est un mo#lice coude hélice ailé. L’héliag} est
appelée hélice de reconnaissance et s’insere damgand sillon de 'ADN. Pour chaque
dimére, la distance entre les deux hélieégpeut sans doute étre reliée a I'affinité de dinis
entre la protéine et '’ADN. La mesure de la distaratre les € des tyrosines de I'héliaet
de chagque monomere (conservées dans toutes lesinpotet impliquées dans la
reconnaissance de I'ADN chez EcFur (Tis$ al.,, 2005a) indique cette différence
d’orientation. Cette distance varie selon les pnet® (Tableau I. 2).

BsPerR présente la plus grande distance : 35,8afs(la conformation proposée
active). Les autres protéines ont des distancesiénires : 21 A pour VcFur, 25 A pour
HpFur, 26 A pour ScFur et 28 A pour PaFur. Pour \MjZette distance est de 61 A et ne
semble pas compatible avec une liaison sur I'ADNélice ol est en revanche absente du
domaine de liaison a 'ADN de MtZur. Cette derni@assede toutefois une premiere hélice
tres longue (notée tout de mémk équivalente &2 chez les autres protéines). L’hélice de
reconnaissance de '’ADN de MtZur est dar& L’'alignement des séquences suggéere que le
domaine de liaison a 'ADN d’HpFur est plus longegeelui des autres protéines ce qui est
confirmée dans la structure avec la présence daitension N-terminale structurée formant
des liaisons hydrogenes avec des acides amin@srdgion charniere : Arg 3 avec Tyr 37 et
Ser 39 ; Leu 4 avec Ala 93 ; Glu 5 avec Tyr 37 §it2009). Ces liaisons hydrogene
permettraient une conformation particuliere du den@ui se fixerait & I'ADN en absence de
métal, comme il a été observée (Delatyal.,2002; Ernstet al., 2005). A I'heure actuelle,
HpFur est la seule des protéines « Fur » pour |eEguae fixation de la protéine « Apo » a

I’ADN a été observée.

[ll. E. 2] Domaine de dimérisation

Tandis que les domaines de liaison a 'ADN destgmes Fur sont relativement
proches, les domaines de dimérisation sont souparfois différents. Les domaines de

dimérisation d’HpFur, PaFur, VcFur et MtZur sonnstitués de trois brins 3 antiparalléles
(R3, R4 et d’un grand brin 35) et d’une grandeckéli(a4 pour MtZur etn5 PaFur et VcFur).
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Une petite hélicar (a6) supplémentaire est présente chez HpFur et BsRezRe
hélice permet le rapprochement dans I'espace Ggdtéine 138 (145) avec les Cystéines 96,
99 et 136 (102, 105 et 142) afin de former le sitectural a zinc.

Le grand brin R5 forme des liaisons hydrogene @eechomologue de l'autre sous-
unité, afin de former un feuillet 3 inter sous-aniCe feuillet 3 aide a la structuration en
dimere. Chez ScNur, pour laquelle le domaine deédsation est plus complexe, ce brin est
le brin 6. En effet, deux hélices(o6 eta7) et un brin 3 (36) supplémentaire sont présents
chez ScNur. Le fait que les brins 35 et 36 ne s@as rassemblés en un seul brin comme

chez les autres protéines, est la conséquencepdésence d’un site a nickel.

[ll. E. 3| Les sites métalliques des protéinesadamille Fur

Les protéines de la famille Fur possedent deuxras sites métalliques pour celles
dont la structure a été résolue. Depuis la résmiudie la structure HpFur, un troisieme site a
été mis en évidence. De plus, la plupart des ligades trois sites métalliques d’HpFur est
retrouvée chez les autres protéines. Méme si aréhactuelle, parmi les structures résolues,
aucune autre protéine Fur ne posséde « exactemeles >trois mémes sites. Nous
représenterons la protéine Fur avec la structurélpleur bien caractérisée au laboratoire

(Figure 1.24: , ci-dessous).

Figure 1.24: Les sites métalliques de HpFur (Diaret al, 2009).Zn1 correspond au site structural a

zinc, Zn2 au site de régulation et Zn3 au sitareae ».

-57 -



Introduction générale

lll. E. 3. a] Le site structural a zinc « Zn1 »

Ce site pour la premiére fois identifié dans EcflAutreauxet al.,2007; Gonzalez
de Peredet al.,1999; Jacquamaedt al.,1998) ou il a été montré comme étant essential a |
dimérisation. Il a ensuite été trouvé dans de nemd®s protéines Fur et « Fur-like ». Il est
constitué d’'un ion Zn(ll) dans une géométrie té&tragie avec deux a quatre cystéines comme
ligands du zinc (voir Figure 1.25). Ce site stuat a zinc permet un rapprochement dans
I'espace entre des brins 33, 34 et 35, qui mairestructuration d’une partie du domaine de
dimérisation. Ce site a été identifié chez lesé@nats BsPerR, MtZur et HpFur (Lucaredl
al., 2007; Traoreet al.,2009) comme étant celui ou quatre cystéines smsemblées en un
motif CX,C-CX,C liant un atome de zinc dans une géométrie téicaésd

Ces travaux ont démontré que pour ces trois preseila présence du zinc est
indispensable a la dimérisation. Chez ScNur et YcEo tel motif est également présent,
mais aucun atome de zinc n’est présent dans letsteucristallographique. VcFur, dispose en
conséquence d'un pont disulfure le motif £LXet le motif CX¥C. Le zinc ne semble pas
indispensable a la dimérisation chez ces protéic@srairement a ce qui est observé chez
HpFur, BsPerR et MtZur. La protéine PaFur quanliédre possede qu’une seule cystéine,
qui n’est pas impliqguée dans la coordination d’ugtah

La protéine EcFur, dont la structure entiére rda gté résolue et qui est le cas d’étude
principal de ce travail, possede aussi 4 cystéiassemblées en un motif @XCX,C. Une
étude biochimique menée au laboratoire a montrélegieystéines de motif GK lient un

atome de zinc essentiel & la dimérisation (Gonz#deReredet al.,1999).
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EcFur  —————————— CxxC—————————— CxxxXxC——-
PakFur  —————————- CxxT--——————————————
VhFur  ————— C—CxxC—————————— CxxxxC———
ValFur ————- C—CxxC—————————— CxxxxC———
VankFur —-————- C——CxxCr————————— CXXXXC———
EtFur  ————— C———CxxC—————————- CxxXxC——-
BsFur ——C—— CxxC—————————— CxxC————
AbFur  —————————- CxxC——————— C——CxxC————-
HpFur - ———— C—Cxx—————————— CxxC-——-C——
BsPerR —————————— CxxC—————————— CxxC————-
SrFurS ————————- CxxC-———-C--C——CxxC—————
MtFurB -—-C——————- CxxC—————————- CxxC——C—-
EcZur —-C—C—-CxxC———-C————-— CxxC-—-C-C

Figure 1.25: Propriétés des proteins Fur et “Fur-lke” pour lesquelles des informations
structurales sur les sites a zinc sont connuelses cystéines surlignées en gris ont été montréreirées au
zinc par cristallographie ou absortion des rayormupar spectrométrie de masse aprés modificatiomigue.
C représente les Cystéines dans la séquence déngrathématisée par ---. En gras sont représetaées
cystéines essentielles a la liaison du métal ol/Ad&N. Les cystéines démontrées comme non essédiplar
mutagenése sont souslignées. EclEurgoli Fur; PaFurP. aeruginosaFur; VhFur,V. harveyiFur; ValFur,
Vibrio alginolyticusFur; VanFur,Vibrio anguillarium Fur; EtFur,E. tarda Fur; BsFur,B. subtilisFur; AbFur,
Anabaena PCC7118ur; HpFur,H. pylori Fur; BsPerRB. subtilisPerR; SrFurSStreptomyces reticulurS;
MtFurB = Zur,M. tuberculosigZur; EcZur,E. coli Zur.

lll. E. 3. b| Le site de régulation

Ce site possede des ligands a la fois dans le idend& liaison a 'ADN et dans le
domaine de dimérisation. |l occupe une positioatégique, qui permet une orientation du
domaine de liaison a ’'ADN par rapport au domaireddnérisation provoquant la liaison de
la protéine a ’ADN. En effet, la présence d’'un alétans ce site entrainerait une diminution
de I'angle entre le domaine C-terminal et le doradih terminal de chaque sous-unité, et par
conséquent le rapprochement les deux domainesiderlia 'ADN (Jacquamaedt al.,2009).

Ce mécanisme n’a été prouveé que chez BsPerR gunacgractures disponibles de la protéine
dans les deux conformations (inactive et activepdéhdant, puisque les ligands de ce site
sont conservés chez les autres protéines, on fmtgnslre a ce que le mécanisme soit le
méme chez toutes les protéines Fur. L'Histidinel@PaFur, qui n’était pas impliquée dans la
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coordination du zinc dans la structure cristallphigue a été proposée par Ahmetdal.
comme ligand supplémentaire du métal dans le sitégldation (Ahmagkt al.,2009).

Ce site de régulation n’est pas spécifique poumétal donnén vitro: il est occupé
par du zinc dans les structures d’HpFur, PaFur,uvye MtZur, par du manganese dans la
structure de BsPerR et par du nickel dans la strecte ScNur. Différentes travaux, dont les
ndétres, ont montré que d’autres métaux pouvaiestmr ce siten vitro chez EcFur,
BsPerR, VcFur et HpFur, et entrainer une activatiten Fur (D'Autreauxet al., 2007;
Jacquameet al.,2009; Sheikret al.,2009). En fonction du métal et du nombre de ligace
site peut adopter une geéométrie variable : pluéitaédrique en présence de zinc et

octaédrique en présence de Fe, ou du Ni par exemple

lll. E. 3. c| Le site « annexe »

Comme nous l'avons évoqué précédemment, un tnogsigite a été identifié dans la
structure d’HpFur (Diart al,. 2009). Ce site est présent également chez Mt2cFur. De
facon intéressante, les ligands de ce site sordece@s chez EcFur. Un tel site pourrait étre
présent chez cette protéine, mais non identifi@ylisi par les analyses spectroscopiques
réalisées sur cette protéine. Ce site pourraitrawoirdle structural ou encore un réle de
régulation secondaire comme proposée pour HpFuan(@t al., 2011). Une liaison
supplémentaire du zinc dans ce site permettraitldequer » la protéine, déja activée et fixée
sur I’ADN et donc favoriser une répression ou uctévation plus forte des genes cibles.

Chez PaFur, ce site, avait été initialement promasgme le site de régulation (Pattl al.,
2003). Mais depuis, des travaux recents ont moqgtré ce site pourrait étre le site
« structural » de PaFur (Le al.,2007b) (Ahmackt al.,2009). Chez HpFur il a été montré
que contrairement au site de régulation qui estregd pour I'activité de HpFur, le site
« annexe » n’'est pas indispensable mais a un sifefaffinité de HpFur pour la séquence
testée. Il semble moduler I'affinité pour '’ADN pburrait servir a réguler plus finement le
modulon Fur en fonction de la concentration en imd@salliques en exces. En effet ce site se
métalle aprés le site de régulation dans les expeéss d’addition successive d’ions
métalliques sur HpFur (Diagt al.,2011).
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lll. E. 4] Mécanisme d’activation des protéinedaltamille Fur

A partir des données biochimiques et structuralaes les protéines Fur que nous
venons de voir, nous pouvons proposer un mecani&avation général pour ces protéines
Figure 1.26. Le métal présent dans le site strattde la protéine native permettrait de
stabiliser sa structure quaternaire dimérique. Gaaet, cela ne permet d’activer la protéine.
La fixation d’'un métal (F&, Mn*, Zr?*, Ni** etc...) dans le site de régulation est
indispensable a I'activation de la protéine parchangement conformationnel (Gonzalez de
Peredoet al.,2001), impliguant une exposition plus importangel’iélice a4 au solvant. Ce
changement permettrait ainsi une meilleure exmosities domaines de liaison a 'ADN
(Pecqueuet al.,2006).

PerR de Bacillus subtilis Fur de Pseudomonas aeruginosa Fur de Helicobacter pylori

Monomeére ime Dimére active
© zr¥ | R
© metalz* Site structural Site structural Activation/répression des
© 72+ Site de régulation genes
n?

Figure 1.26: Mécanisme d’activation proposé pour ls protéines de la famille Fur Trois sites liant
des métaux : un site structural, un site de réiguiat un site « annexe ». Le métal du site stratfpermet de
maintenir la protéine a I'état de dimere inactih métallation du site de régulation entraine unnghanent
conformationnel de la protéine et va permettreadiivation et sa liaison a I’ADN. Un troisieme sitenexe est
décrit dans plusieurs protéines. Il permettraitstibiliser le site de régulation et d’agir |égéramsur la
conformation pour moduler I'affinité pour certairtasites Fur.
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lll. F| Conclusion

Dans la premiére partie de cette introduction, nooss sommes focalisés sur les
antibiotiques et le phénomene de la résistanceeguésente un véritable probleme de santé
publique. Par la suite, nous avons ensuite prédemeetabolisme du fer chez 'Homme et
chez le pathogéne et montré que cet élément esaateur limitant de la virulence dont
I'acquisition représente un vrai challenge poubdatérie. Chez ’lhomme, plusieurs systemes
de régulation existent alors que chez la bactéette régulation est essentiellement contrélée
par la protéine Fur.

Comme nous venons de le voir, la protéine Fur gent jouer un réle important dans
la virulence de certains pathogénes. L'inhibitiom kabsence de cette protéine chez la
bactérie induit la synthése constitutive des sysguliacquisition du fer et de facteurs de
virulence, une sensibilité au stress oxydant etdiménution de la virulence. Si cela semble a
premiére vue avantageux pour le pathogéne, une entgtion de la concentration
intracellulaire en fer va rapidement s’avérer toigDans ce sens, cette protéine pourrait étre
une cible intéressante pour la mise au point de emuwv antibactériens. C'est dans cette
optique que la technologie des aptameres peptdighez la bactérie, décrite par Blahal.
(Blum et al., 2000) a été utilisé pour sélectionner des inhilbgede la protéine Fur, en
collaboration avec Pierre Colas, un des initiatelasette technologie (Abed 2005; Abetd
al., 2007). Dans la derniere partie, nous allons rapede présenter cette technologie, ses

avantages et ses applications.
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V| La technologie des aptameres peptidiques

La technologie des aptameres peptidiques consis&pémer directement dans la
bactérie des molécules combinatoires et de sétexiocelles qui sont capables d’interagir
et/ou d’inhiber l'activité des protéines cibles (&0t al.,1996). Grace a leurs capacités a lier
et a inactiver de maniére spécifique une protéiple d’intérét, les aptaméres fournissent une
nouvelle maniére trés intéressante d’étudier laxtions des protéines. Les aptameres
peptidiques aident a la compréhension de mécanisméxulaires complexes existant dans
une cellule (Colas 2000). Dans les lignes qui suivaous décrirons la technologie des
aptameéres peptidiqgues pour mieux comprendre legipds, les avantages et les utilisations
potentielles.

IV. A] Description des aptameéres peptidiques

Etymologiquement, les aptaméres peptidiques pnogiet du mot latin « aptus » qui
signifie « capable de » ou « apte a ». Ces moléaute été baptisées aptameres peptidiques
par analogie aux aptameres a acides nucléiquesdidih et al., 1990). Inspirés des
immunoglobulines, les aptaméres peptidiques sositnd@écules combinatoires constituées
d’'une plate-forme protéigue constante sur laquesditegreffée une boucle peptidique variable,

de maniére a étre exposée a la surface protéiiqmer€¢H.27).

Région variable

Plate-forme

Figure 1.27: Représentation schématique d'un aptame peptidique. La région variable est
représentée en orange et la plate-forme en bleu

La boucle peptidique est dite « doublement comiead puisqu’elle est attachée a

chacune de ses extrémités a la plate-forme protéique
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IV. B| Latechnologie des aptameéres peptidiques

La technologie des aptaméres peptidiqgues consistexprimer une banque de
molécules peptidiques avec des séquences varethiiessélectionner ces molécules soit pour
leur habileté a interagir avec une cible protéidaenée, soit pour leur capacité a conférer un
phénotype a une population cellulaire. Les aptamepeptidiques sont généralement
sélectionnés pour leur capacité a interagir avecprotéine cible en utilisant la méthode du

double hybride chez la levure, comme il a été teaseec les aptameres peptidiques anti-Fur.

IV. B. 1| Sélection par double hybride

La découverte du systéme double hybride chezviaréea la fin des années 80 par
Fields et Song (Fieldet al., 1989). Cette découverte a révolutionné la mandmet les
interactions protéine-protéine pouvaient étre détsc Cette méthodologie repose sur des
propriétés fondamentales de certains facteursatesdription. En effet, tous les facteurs de
transcription sont constitués d’au moins deux élmeun domaine activateur et un domaine
de liaison a 'ADN. Dans certains cas, ces €lémsatg dits « modulables », c'est-a-dire que
I'on peut reconstituer un facteur de transcriptimtif en fusionnant un domaine de liaison a
'ADN et un domaine d’activation provenant de defacteurs de transcription différents
(Brentet al.,1985). D’autre part, ces deux domaines n’ont E®in d’étre présents au sein
d’'un méme polypeptide mais leur proximité dans dae est suffisante pour permettre
I'activation de la transcription du géne cible (aal.,1988; Triezenbergt al.,1988). C'est
en se basant sur ces propriétés que Fields et @dngontré que la transcription d’'un géne
rapporteur chez la levure pouvait étre utiliséermiiecter l'interaction entre deux protéines :
I'une fusionnée a un domaine activateur et I'afisgonnée a un domaine de liaison a 'ADN.
Ces auteurs ont également imaginé le fait que s double hybride permettrait de tester
un grand nombre de protéines aléatoires (constiturag@tbanque) pour leur interaction avec
une protéine-cible donnée.

Les systemes double-hybrides classiques utiliseist vecteurs codant respectivement
pour I'expression :

(1) d'un polypeptide constitué de la protéine tnét fusionnée a un domaine de
liaison a 'ADN (appelée « appét »), dans notreleatomaine de liaison a ’'ADN de LexA
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(2) d’'un polypeptide constitué d’'une des protéinetester, fusionnée a un domaine
d’activation (appelée « proie »), dans notre cagtémere lié au domaine d’activation B112
(3) d’'un géne rapporteur, par exemple le glawZ d’Escherichia coliet le gene

codant pour la luciférase.

Comme indiqué sur la Figure 1.28: , si 'appatlatproie interagissent, le domaine
d’activation et le domaine de liaison a 'ADN sanfproximité : un facteur de transcription
complet et actif est alors reconstitué et le gapmporteur est transcrit. L'expression de ce

gene rapporteur permet donc de détecter si les pleigines d’intérét interagissent ou pas.

Pas d'interaction I : Interaction I
DA

N T
bL |! > DL |_>
— I lacz : | lacZ
Pas d'expression expression

Figure 1.28: Représentation schématique de la tecloue du double hybride. Les proies sont
fusionnées a un domaine d’activation de la trapton et les appats a un domaine de liaison a I'’ADKe
interaction entre la proie et I'appat reconstituefacteur de transcription fonctionnel et I'expieasdu géne
rapporteur, ici le génkacZ, est détecté. DA : domaine d’'activation ; DL : dameade liaison a ’ADN (Abed
2005).

Lors d’'une sélection d’aptameres peptidiques péest la protéine contre laquelle on
souhaite obtenir des aptameres qui sont donc legesor Concrétement, une banque
d’aptaméres est transformée dans une souche diploddtenant le gene rapporteur et
exprimant I'appéat. Aujourd’hui, le domaine de l@aisa I'ADN LexA et les domaines
d’activation B42 et B112 sont les plus courammaeitisas (Gyuriset al.,1993).

Colaset al ont été les premiers a réaliser une sélectiaptdmeres peptidiques par
double hybride chez la levure (Coles al., 1996). Elle a été effectuée contre la protéine
Cdk2 (Cyclin-dependent kinase 2) humaine. Les aptassélectionnés étaient spécifiques de
Cdk2 avec laquelle ils interagissaient avec desstamtes de dissociation a I'équilibre
comprises entre 30 et 120 nM (Cotdsal.,1996).

- 65 -



Introduction générale

IV. B. 2| La plate-forme Thioredoxine A

Les parameétres de choix d’'une plate-forme sostitrgportants. Les principaux étant
la taille, la stabilité et la solubilité. De plua,plate-forme doit pouvoir étre surexprimée dans
un systeme procaryote sans étre toxique. Elle peitmettre l'insertion de la séquence
variable et I'exposer a sa surface.

Plusieurs protéines répondant a ces criteres pewaamnc étre utilisées comme plate-
forme, comme le rapportent différentes travaux @Aket al., 1998; McConnelkt al., 1995;
Normanet al.,1999). On peut ainsi citer la GFP (Green fluorespeotein) ; la STM (Stefin
A triple mutant) ; la HA (head activator) ; la LiRRigand regulated protein) ; la FKBP
(FK506 binding protein) ; la GST (Glutathione Sristerase) et la Thioredoxine A.

Parce que la Thioredoxine A était la plus utilieéeoncerne notre cas d’étude, nous
nous focaliserons sur cette protéine ici.

La Thioredoxine A est une petite protéine ubidrataytoplasmique qui compose,
avec la Thioredoxine réductase et la NADPH, le st&aype Thioredoxine », conservée de
I'archaebactérie a 'Homme. C’est I'enzyme prindgpde la réduction des ponts disulfures
dans le cytoplasme. Ce qui permet de maintenirnwmir@nnement réducteur dans la cellule.
Les Thioredoxines sont relativement bien consergéémn les organismes et montrent aussi
des structures tridimensionnelles proches. Elles smrtes constituées d’'un noyau central
compose de cing feuillets 3 entourés de quatredsali Elles possedent également toutes un
site actif dont la séquence est Cys-X-X-Cys ou uesacide aminé quelconque, autre qu’'une
cystéine (Figure 1.29) (Gleasat al.,1988).

La Thioredoxine A dEscherichia colia été la premiéere protéine utilisée comme plate-
forme d’expression et d’exposition des régions aldgs. C’est une petite protéine de 109
acides aminés (environ 12 kDa), trés rigide et stable (80 % des résidus participent a sa
structure secondaire). Sa structure tridimensidamsit connue depuis 1975 (Holmgesral.,
1975). Elle possede un site actif exposé, propitiasertion de régions variables (LaVall
al., 1993). Il est important de noter que l'insertiomrd’peptide dans ce site fait perdre a la

Thioredoxine son activité enzymatique.
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Site actif de la thiorédoxine

« CGPC »

Figure 1.29: Structure de la Thioredoxine A dEscherichia coli.Le site actif composé d’'un motif «
CGPC » est le site d'insertion de la région vaggtbur la construction des aptameéres peptidiquésolRtion :
2.8 A. Code PDB: 1SRX

IV. B. 3| De I'aptamére peptidique au peptide dérivé

Différents travaux ont décrit I'utilisation desptigles issus des aptameres peptidiques,
c'est-a-dire uniquement la partie variable (ArmaneD et al., 2008; Brienet al., 2011,
Buergeret al.,2003; Fabbriziet al.,1999; Guideet al.,2008; Martelet al.,2006; Nouvioret
al., 2007; Schmidet al.,2002). Dans différents cas, I'interaction avecilde est conservée,
soit avec une affinité comparable a celle de I'aggtee complet (Buergest al.,2003; Martel
et al., 2006; Nouvionet al.,2007; Schmidet al.,2002), soit avec une perte d’affinité d’'un
facteur 10 par rapport a I'aptamere complet (Faidet al., 1999). Guidaet al ont été les
premiers a compléter le travail expérimental pabidnformatique (Guidaet al., 2008). La
méme approche a été utilisée dans notre étudeff&n aprés avoir identifié des aptameéres
peptidiques dirigés contre le régulateur du cyeléutaire p53, les auteurs ont montré que les
peptides (fusionnés a la biotine) interagissaigatament avec la cible. lls ont ensuite réalisé
du « docking moléculaire i silico pour prédire les zones de la protéine impliquées da
I'interaction avec les peptides. Pour cela, ils otilisé la structure cristallographique d’un
mutant de la p53 (la seule disponible) ainsi qu’'gtreicture « contrainte » minimisée et
raffinée des peptides. Par des calculs de dynanmopléculaire, ils ont imposé aux peptides
une contrainte similaire a celle exercée par leeglarme protéique puis ont amarré le peptide
sur la protéine. Parmi les différentes positionssitides du peptide sur la protéine, ils ont
retenu celle possédant I'énergie libre de liaisoplus faible. Ces simulations ont permis de

conclure que les aptameéres peptidiques sélectioimmeéragissaient probablement avec le
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domaine Nter de la protéine (Guidtal.,2008). Nous avons utilisé le méme type d’approche

mais de facon plus poussée comme nous le verrocisaguitre |Il.

A ce jour, seule I'étude réalisée au laboratoae [dadia Abed, en collaboration avec
Pierre Colas, 'ENS Lyon et l'entreprise Aptanomic&A, rapporte [lidentification
d’aptaméres peptidiques par sélection double hglo@htre une cible bactérienne, la protéine
Fur d’Escherichia coliiAbed 2005; Abeckt al.,2007). Ce travail sera décrit en détail dans le
chapitre Il. Une étude précédente, publiée en 208t la sélection d’aptameres peptidiques
chez la bactérie. La, il ne s’agissait pas d’'uiblage double hybride chez la levure, mais

d’une sélection phénotypique (Bluet al.,2000).

IV. C| Intéréts de la technologie des aptameretighgpes

IV. C. 1| Avantages de la double contrainte

Différentes études ont montré que la contraintgosée par la plate-forme protéique
contribue a une grande spécificité et a une meeéladfinité des aptameres peptidiques pour
leur cible par rapport a la séquence variable séiatte différence d’'un facteur 100 dans la
perte d'efficacité du peptide libre entre les deitydes suggere que l'importance de la
contrainte imposeée par la plate-forme protéiquedépendante de la séquence de la région
variable (Coheret al., 1998). En effet, certaines séquences variablesepéwawoir a elles
seules une structure secondaire qui permet leigotiaa la cible avec une forte affinité, alors
que d’autres régions variables, peu structuréesesséent d'étre contraintes par la plate-
forme pour interagir avec leur cible. Cet ancragena plate-forme présente également
d’autres avantages. Tout d’abord, la plateforme riagol’exposition de la région variable
vers |'extérieur, comme sont exposées les régioteymdéant la complémentarité chez les
immunoglobulines. De plus, cette double contrairéed possible, dans un contexte
intracellulaire, I'exposition d’acides aminés hydhobes a la surface de la protéine, alors
gu'ils seraient le plus souvent enfouis dans ledasa peptide non contraint et une région
variable ancrée est davantage protégée de la déigragear les protéases intracellulaires
(LaVallie et al., 1993). Enfin, on peut aisément imaginer que labtiweontrainte devrait
faciliter la résolution de la structure tridimensielle des régions variables ; surtout lorsque

celle de la plate-forme est connue, comme c’esttepour la Thioredoxine A B5cherichia
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coli (Dyson et al., 1989; Holmgrenet al., 1975; Jenget al., 1994). Cela n’est bien sar
envisageable que si la boucle variable présenteflaribilité limitée une fois ancrée a la

plate-forme.

IV. C. 2| En recherche fondamentale

Les aptaméres peptidiques ont été principalemiéigés comme outils de recherche
pour étudier les fonctions des protéines, pourdamméhension des différents réseaux de
régulation cellulaires et pour I'attribution de nelles fonctions a des protéines au sein de ces
réseaux, notamment grace a la sélection phénotyihed 2005; Blunet al.,2000; Geyer
et al.,, 1999). lls représentent également une nouvellerrative trés prometteuse au
traditionnel « Knock out » ou aux mutants dominarégatifs dans I'étude de la fonction des
genes (Abedet al., 2007; Geyeret al., 1999). Par exemple, en sélectionnant différents
aptameéres peptidiques dirigés contre une cible dgrorédisposerait dans la plupart des cas,
de molécules agissant avec une «force » moduletmeme cela a été le cas avec les
aptameres peptidiques dirigés contre la protéine(ARbed 2005). L'utilisationin vivo de

différents aptameres permettrait d’'inhiber plusmains la fonction de la protéine cible.

IV. C. 3| En recherche appliquée

Les aptameres peptidiques ont trouvé de multipl@slications dans la recherche
appliquée. Plusieurs travaux dont la nétre, onttnéoque les aptameres peptidiques peuvent
étre utilisés pour la découverte de nouvelles mudécthérapeutiques, l'identification d’'une
cible thérapeutique et sa validation (Akedal.,2007; Bardotet al.,2009; Brienet al.,2011).
En premier lieu, on peut imaginer que les aptam@astidiques puissent étre utilisés
directement comme « médicaments » pour soigneraioes pathologies. L'utilisation
possible de la Thioredoxine humaine comme platedopermet de limiter les problemes
d'immunogénicité (Borghoutst al., 2008; de Chassegt al., 2007). Récemment, plusieurs
études ont montré que des aptameres peptidiqueseme8étre utilisés pour inhiber des
protéines impliquées dans le cancer. En effet,rBeieal, décrivent un peptide dérivé d’un
aptamere peptidique qui interagit et inhibe avet-Bfprotéine anti-apoptotique de la famille
de Bcl-2 et cible thérapeutique contre des cellmedignes (Brienet al., 2011). D’autres

travaux décrivent des aptameres peptidiques quiemhides protéines « heat shock proteins »
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(Hsp), cibles émergentes dans la lutte contre feara(Gibertet al., 2011; Reroleet al.,
2011). Les aptameres peptidiques sélectionnés pewr interaction avec différents
régulateurs du cycle cellulaire ou facteurs desitaption sont capables d’induire I'apoptose
dans des cellules tumorales qui les surexprimeutz(& al.,2000; Guideet al.,2008; Martel

et al., 2006; Nagel-Wolfrumet al., 2004; Nauenburget al., 2001) ou de bloquer leur
croissance (Buergeet al., 2003; Fabbrizioet al., 1999). D’autres travaux montrent
I'utilisation de la technologie sur des protéinesbds, cibles intéressantes puisqu’elles ne
sont pas présentes dans les cellules (Armon-@in&lr, 2008; Butzet al.,2000; Kaiseeet al.,
2009; Lopez-Ochoat al.,2006; Nauenburgt al.,2001; Saccucast al.,2009).

Ces travaux semblent trés encourageants, maigngs kssais cliniqgues devront étre
effectués avant de valider I'hypothése d'une atibe des aptameres peptidigues comme
molécules thérapeutiques. La possibilité d'utiliseiquement les séquences variables issues
des aptameres peptidiques est aussi une opportiragéintéressante. Cela présenterait
I'avantage d'utiliser une molécule plus petitef & vérifiant que l'interaction avec la cible
n'est pas fortement diminuée, voire détruite, erpsm@ant la plate-forme. La capacité des
peptides libres a interagir avec la cible avecatestantes d'affinité comparables a celles des
aptameres complets a été montrée dans plusieurssé{Bdergeet al.,2003; Martelet al.,
2006; Nouvioret al.,2007).

Lorsque les cibles ne sont pas exposées a laceuttala cellule, et cela est notre cas
avec la protéine Fur, I'un des problemes gu'’ileestrésoudre est de trouver une stratégie afin

de faire entrer 'aptamere peptidique ou le pepdiaes les cellules.

IV. D| Conclusion

Les aptameres peptidiques sont capables de lieifigpémentin vitro etin vivo une
cible donnée et d’inhiber sa fonction, le plus smten inhibant les interactions protéiques de
cette derniére. Différents travaux ont par ailleonsntré la grande spécificité des aptameéres
peptidiques pour leur cible. En effet, ils peuveiscriminer des membres tres proches d’'une
méme famille protéique présentant pourtant de $ont@mologies de séquence (Cotdsal.,
1996) ou parfois méme plusieurs variants allélicqliaae méme protéine (Colas$ al.,2000;

Xu et al., 2002). Par rapport aux immunoglobulines, les aptas peptidiqgues sont plus
faciles a obtenir, sans l'utilisation d’animaux.ucenanipulation est plus aisée et surtout, ils

sont congus pour fonctionner a I'intérieur de |hute (Colaset al.,2000).
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V| Présentation du travalil

Mon travail de thése a été consacré a I'étudetesactions des aptameres peptidiques
anti-Fur et de leur cible en utilisant une doulperache : théorique et expérimentale. La
partie théorique consistait a proposer des modegieteractions entre la protéine Fur et les
aptaméres peptidiques. Ces modeles doivent étacesrd avec les résultats antérieurs de
double hybride et de caractérisations biochimiqdes interactions en cours. La partie
expérimentale était axée sur la caractérisatiomhmoique et structurale des interactions
protéines/peptides.

L’objectif final du projet est I'obtention d’un negal antibactérien a partir d’aptaméres
peptidiques anti-Fur.

Lorsque jai débuté ma thése, nous possédionsejaatameres peptidiques F1 a F4
dirigés contre la protéine FurEbcherichia coli Des tests de virulence chez la Drosophile
avaient montré que la surexpression de ces aptantbez une souchekHlcoli pathogene
provoquait une diminution de sa virulence. La d@@acde ces aptameéres peptidiques ainsi
que les différents tests effectués avant mon araug laboratoire sont resumés au début du
chapitre II.

Les aptaméres peptidiques ont une taille relativenmeportante (environ 13 kDa) et il
est difficile d'imaginer de les utiliser directemeart tant qu’antibactériens. J'ai synthétisé et
testé les peptides issus des aptameres peptidiussun premier temps et caractérisé les
interactions entre la protéine et les peptides. pEHides mutés aussi ont été synthétisés et
testés afin de déterminer I'importance de chaqudeaaminé dans l'interaction et afin d’en
déduire des séquences minimales actives.

Ensuite, j'ai réalisé un criblage virtuel avec difges molécules de la ZINC Data Base
et sélectionné celles qui sont potentiellementhittices de Fur. Ces molécules, si elles sont
actives contre Fur, constitueront les inhibiteurs-Bur d’un autre génération.

J'ai utilisé une double approche durant cette thése

- Une approche biochimique comprenant synthésaeighe peptidique, production et
purification de la protéine Fur et des plasmidesergaires aux tests d'activités et
caractérisation des interactions. Le test de ptiote@ la nucléase a été utilisé pour évaluer
I'effet inhibiteur des peptides et des mutants iogpies.

- Une approche théorique, qui a nécessité la migmant d’'un protocole adapté qui a

permis de proposer des modeles d’interaction degplexes protéine-peptides cohérents avec
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les tests expérimentaux. Un screening virtuel aeffegetué dans le but d’identifier de petites
molécules capables d’inhiber la protéine Fur supdae du mode d’interaction des peptides
anti-Fur. Enfin, la double approche a été utilipéar prédire 'amarrage des peptides anti-Fur

sur les protéines Fur d’autres microorganismes paties.
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Il. A| Rappel des données préexistantes

Dans cette partie, nous rappellerons principalénenrésultats de thése de Sylvia
Vitale qui a beaucoup travaillé sur la caractéiisatles aptameéres peptidiques anti-Fur et de
leurs dérivés peptidiques (Vitale 2009). Nous parle brievement des travaux de thése de
Nadia Abed qui a été la premiére a travailler & aptameres peptidiques anti-Fur (Abed
2005).

Le projet d’obtention d’inhibiteurs dirigés confrer par la technologie des aptameres
peptidigue a été réalisé dans le cadre d'un prejetenu par la région Rhéne-Alpes en
collaboration avec Pierre Colas (a I'époque a I'EIN®n et Aptanomics SA, maintenant a
Roscoff) et notre laboratoire. C’est dans ce capre pendant sa thése, Nadia a réalisé la
sélection des aptaméres peptidiques anti-Fur (ABed5). Elle a réalisé la sélection
phénotypique d’aptameéres peptidiques capables daliia conditionnellemenin vivo la
protéine Fur dEscherichia coliNous ne parlerons pas de ces aptameéres dansteste Ce
qui nous intéresse ici, ce sont les aptameresdigpéis interagissant spéecifiquement avec Fur
sélectionnés par criblage double-hybride. Les guaptameéres peptidiques sélectionnés pour
leurs interactions avec EcFur se sont avérés trEgessants par la suite. En effet, ces
molécules sont capables d’inhiber EcFur et d’affelz virulence d’'une soucheEscherichia
coli pathogene dans un modele d’infection de drosogibed et al., 2007). Sylvia Vitale,
une ancienne doctorante du labo a consacré urie garsa thése sur la caractérisation de ces
aptameéres peptidiques ainsi que I'étude les peptidéaires dérivés et de leurs effets sur la
protéine Fur dEscherichia coli(Vitale 2009) Une partie de mon travail de these a été réalisé
conjointement avec cette thése précédente. Avaptadenter les résultats, il est nécessaire de

rappeler quelques résultats antérieurs permeteantidux comprendre la démarche.

. A. 1] La sélection des aptameéres peptidiquea Fb

Le criblage double hybride a été réalisé chezelaure par le Dr Marc Bickle,
(Aptanomics). La sélection des aptameres a ététaffe contre la protéine FurkScherichia
coli avec une banque estimée & 2.7 X mdlécules (Abedet al., 2007). Quatre clones,
nommeés F1 a F4 présentant un phénotype d’interadtoble hybride avec la protéine Fur

d’Escherichia coliont été isolés (Figure 11.1).
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Figure 11.1: Matrice d'interaction double hybride chez la levure. Les appéats sont les différentes
protéines Fur (sauvage, Fur51 et Fur90) fusionméeslomaine LexA en N- ou C-terminal (respectivement
LexA-Fur et Fur-LexA) et les proies sont les apteaaépeptidiques et les différentes protéines Rusiphinés
respectivement aux domaines B112 et B42. Les ap&nnd20 (renommé F5 pour la suite), Mn1 et MnBsiai
gue le domaine LexA seul ont servi de contrélesatitgy(Abed 2005; Abeét al.,2007).

Dans cette technique, la coloration bleue indiquéd y a interaction et I'intensité de
la couleur donne une indication quant aux affing@parentes entre les molécules d'intérét.
D’apres la Figure 1.1, le domaine B112, utilisé gdomme contrdle de la fusion n’interagit
avec aucune des protéines. On observe le méme pkéropour le contrdle cl20 (un
aptameére choisi au hasard dans la banque et nonaméa psuite F5) et aussi pour les
aptaméres Mnl et Mn2 (issus de la sélection phgitptg). On voit bien que les aptameres
F1 a F4 interagissent avec la fusion LexA-Fur. ¢atre, I'interaction entre I'aptameére F3 et
Fur est plus faible que pour les autres aptamerekr(ne 7) (Figure 1l.1). De facon
intéressante, F4 est le seul a interagir avecdraglie celle-ci est fusionnée a LexA par son
extrémité C-terminal, mais n’interagit pas avec fesitants Fur51 et Fur90 (mutants
dominants négatifs utilisés comme contrdle podihs les tests d’interaction car ils peuvent
former des hétérodimeres inactifs avec EcFur).eCe¢rniere information suggere que cet
aptameére interagirait plutét avec la partie C-tehde Fur.

Afin de confirmer cela, différentes formes trongaiéle la protéine Fur ont été utilisées

en appat dans un nouveau test double hybride @ig@).
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Figure 11.2: Test d'interaction double hybride entre les différentes parties tronquées de Fur et les
aptameéres peptidiques.

Ce test montre quaucun aptamere peptidique ntegtable d’interagir avec le
domaine N-terminal seul de la protéine (constructor 1-83) et confirme que F4 interagit
bien avec le domaine C-terminal seul (construcian 84-148). De plus, F1 ne semble pas
avoir besoin des 11 premiers acides aminés dedturlinteraction contrairement a F2 et F3.
Les résultats de ce test suggerent que les aptafagra F4 interagissaient differemment avec
la protéine, probablement dans des zones diff&sehfenteraction des aptaméres F1 a F4
avec Fur a ensuite été confirmée chBszherichia colipar des expériences de « GST pull-
down » qui ont montré encore une fois de plus, cemiaamatrice double hybride, une
interaction plus faible entre I'aptameére F3 et lat@ine Fur. Cette tendance a été confirmée
par un test double hybride plus quantitatif, wditisle gene codant pour la luciférase comme
géne rapporteur (Abeet al.,2007).

La suite des caractérisations fonctionnelles @ati&la montré que :

- L’aptamere F1 agit sur le régulon Fur qui contt@gpression de 196 génes.

- Les aptameres peptidiques F1, F2, F3 et F4 induisae diminution de la

virulence de la souche pathogénEstherichia colpathogéne (souche 1106) dans
un modele d’infection de drosophiles (Abetdal.,2007).

. A. 2] Les peptides linéaires dérivés des aptas peptidiques anti-

Fur

Dans le but de mettre au point des molécules acples petites, dites «de deuxieme

génération», des peptides linéaires de 13 acideméampFl a pF5 correspondant

respectivement aux séquences variables des aptapepidiques F1 a F5 ont été étudiés.
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Les séquences de la partie active des aptamepéisigees F1 a F5, c’est-a-dire les
peptides pF1 a pF5 et certaines de leurs caraaéas sont reportées dans le Tableau Il.1.

Nom du peptide Sequences MM (Da) pl €208nm (M —cm )
théorique
sans

contre-ions
pF1 RLWCRYPHPPLTD 1654 8,2 6990
pF2 RQCNICGASLYSY 1478 8 2980
pF3 ETCKCGSQVWRHS 1521 8,2 5500
pF4 CARCGARVNVYKY 1502 9,4 2980

pF5 (controle) | RSLRGRCLSQHQD 1555 10,3 0

Tableau I1.1 : Principales caractéristiques des peptides linéairegF1 a pF5.MM : masse molaire ; Da :
dalton ; pl : point isoélectrique €280nm : coefficient d’extinction molaire a 280 nhes masses molaires

correspondent aux masses théoriques. Le pl g86nm sont des valeurs théoriques, prédites ael'did site
webwww.expasy.com

Les séquences des peptides ne contiennent auaumeldgie dans la PDB. Elles
possedent toutes au moins une ou deux cystéingseguent former des ponts disulfures et

des résidus pouvant lier les métaux.

Les premiers peptides pF1l a pF5 ont été achet®s Glenscript, caractérisés puis
testés pour leur capacité a inhiber Fur a l'aidged de protection a la nucléase. Comme

nous le verrons par la suite, nous avons synthiégsautres peptides.

. A. 3| Comparaison des interactions de EcFuamapres EcFur-

peptides la « peptidisation »

Cette technique, également décrite par Bickle remus |'utilisation du test double
hybride chez la levure (Abeet al.,2007). Le principe est le méme que pour les aptsne
peptidiqgues complets, mais dans ce cas ce soniemignt les séquences variables (ici pF1 a
pF5) qui sont fusionnées au domaine d’activatiodBIDeux plasmides de proie différents
ont été utilisés, de facon a fusionner B112 a t@xité N- ou C-terminal du peptide. Ces

différentes constructions sont illustrées ci-dessous
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Figure 11.3: Matrices d'interaction en double hybride chez la levure.

A : Interaction des aptaméres F1 a F5 avec Harcdli.

B : Interaction des peptides pF1 a pF5 avec Farcdi.

Les appats et les proies sont précisés respecthiemnalroite et au-dessus des matrices. Les diffgsen
constructions de proies utilisées sont représerdédroite de la matrice d’interaction correspondarirx :
Thioredoxine A dE.coli. NLS : séquence de localisation nucléaire. HA :utte hémagglutinine. Tailles réelles
:NLS: 12 aa; HA: 13 aa ; peptide : 13 aa ; Ti®N8 aa (soit 2x54 ici) ; B112 : 360 aa.

La Figure 11.3.A montre que les aptameéres F1 ankg¥agissent avec la protéine Fur
comme avec les résultats obtenus par Nadia Abea@dAb al., 2007). La Figure 11.3.B
montre une interaction de pF2 avec la protéine. i@enon estime qu’en utilisant le gene
rapporteurlacZ, le double hybride permet de visualiser des icteyas donc le Kd est de
'ordre du uM au nM, on peut dire que pF2 a une kaafiinité pour EcFur, méme si cette
affinité est plus faible que celle de I'aptamere &2,vu des intensités de la coloration. Les
autres peptides ne doivent pas avoir une affirsgea forte avec la protéine pour pouvoir

observer une interaction dans ce test.

Cette technique de « peptidisation» permet de coenplactivité des aptameéres
peptidiques complets F1 a F4 a leurs dérivés ppfL. &e qui n’a pas été possible avec le test
de protection a la nucléase avec les aptamerd#eguivitale 2009).

Sylvia a aussi testé l'interaction des aptamefea F4 avec les protéines Fur d’autres
microorganismes pathogénes par double hybride. &Heontré que I'aptameére F4 interagit
avec d’autres protéines Fur. Nous reviendrons esiresultats dans le chapitre Ill, au moment

de présenter les résultats théoriques équivalents.
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Il. B| Caractérisation des peptides pF1 a pF5

Dans cette partie, nous verrons des résultataiopgrticipé a I'obtention des données

au cours de mon stage M2 en travaillant au c6®ytiea Vitale.
I. B. 1] Etude structurale des peptides par disne circulaire (CD)

Des mesures de dichroisme circulaire en UV-lontant été effectuées sur les
peptides pFl a pF5 synthétisés par Genscript atudier la structuration de ces peptides.
L’allure des courbes enregistrées et la positios denima et des maxima permettent
d’obtenir des informations structurales sur lestgimes et les peptides. Les types

d’'informations structurales qu’on peut avoir sonhiiés sur la Figure I1.4.

— Heélice a{minima : 208 et 220 nm _ maximum : 192 nm)

= ="' Feuillet p antiparaliéle {minimum : 218 nm _ maximum : 196 nm)

------ Coude B {(minimum :190 nm _ maximum : 210 nm}

— - —- Structure aléatoire {(minimum :195 nm _ maximum : 212 nm)

18] (deg em* dmol )
a

20000 | ° ——I- Hélice polyproline {minimum : 192 nm _ maximum : 220 nm)
Aléatoire

180 |;o I;o %0 2:*0 260
Wavelength (nm)

Figure 11.4: Spectres CD dans I'UV-lointain de différentes structures secondaires (Kellgt al.,2005)

Pour un peptide structuré, on doit observer degdmpositives autour de 190-200 nm
et des bandes négatives autour de 210-230 nm. d&drec une absence de structure

secondaire conduira a des spectres ayant des campsségatives autour de 200 nm.

Les spectres des peptides ont été enregistrésudaiasnpon BTP 10 mM pH 7,5, KCI
10 mM, MgSQ@5 mM, dont la composition est proche de celle doptan du test d’activité de
protection a la nucléase, mais avec une conceamran sels plus faible. L'analyse des

spectres (Figure II.5, ci-dessous) montre que &gstigles pF1 a pF5 ne présentent aucune
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structure secondaire particuliére. Seul le pepiieé présente de faibles bandes correspondant

peut-étre a un coude Ces résultats ne sont pas surprenants pour dedgeege cette taille.

L’évolution des spectres des peptides au coursedips a été suivie pendant 24h.
Aucune modification notable n'a été observéee ceégait conforme aux résultats d’analyses

Electrospray, qui ont montré que les peptides aN&ont stables plusieurs heures a 25 °C.
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Figure I1.5: Spectres CD enregistrés dans I'UV-lointain des pejtes pFl1 a pF4 a 20uM, aprées
soustraction du spectre du tamponlLes spectres ont été enregistrés dans le tamponlBTRM pH 7,5, KCI

10 mM, MgS0O4 5 mM a 25°C apres 10 min d’équilitwati

Il. B. 2| Oxydation, solubilité et interaction ades métaux des peptides

Avant de réaliser les tests d’activité en présetdes peptides, des études sur les
capacités des peptides a lier les métaux ont étisé&é. Nous avons constaté eégalement des
problemes de solubilité et d’oxydation avec cedapeptides. Il est intéressant de les
mentionner avant de présenter les résultats diss tes

Tout d’abord le peptide pF2, gu’on vient de vadmane interagissant tres fortement
avec la protéine Fur, n’est pas soluble dans I@tenBTP, utilisé pour le test de protection a
la nucléase (que nous allons voir plus tard). Batre, il est bien soluble dans le DMSO, qui
peut avoir un effet inhibiteur sur I'enzyme de diggen Hinfl (observé si la proportion de
DMSO est importante dans le tampon), utilisé darngs$t. De plus, Sylvia a montré que pF2
peut lier le Cobalt et former des ponts disulfulass le DMSO (Vitale 2009). La formation
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des ponts disulfures n’est pas spécifique de piR2 s conditions du test car ce phénomeéne
a été observé également pour pFl d’apres des andismasse et de séquencage. Ces
analyses n’ont pas été faites pour tous les peptitles on peut s’attendre a ce que ce soit le
cas. Ces ponts disulfures pourraient jouer unindportant sur les conformations des peptides
guant a leurs interactions avec la protéine dansdaditions du test. C'est donc avec certains
de ces risques que les tests d'activité de la ip&En présence des peptides ont été réalisés.
Nous avons tres souvent utilisé des solutions qeigee fraiches mais aussi parfois des
solutions qui ont été stockées a -20°C. Or, Gepisoecommande maintenant le stockage de
certains des peptides sous argon a -80°C surtaguiiis sont en solution. Désormais, tous
les peptides sont stockés a -80°C dés qu’ils sosbhution.

. B. 3| Interaction de pF1 a pF5 avec la protétaEur

Nous allons commencer par détailler la surproduactt la purification de la protéine.

Ensuite, nous verrons le principe du test d’acianant de présenter les résultats de ces tests.

[I. B. 3. a| Surproduction et purification de lgine EcFur

Le protocole pour surproduire et purifier la pm&EcFur, comme d’autres protéines
Fur est bien maitrisé au laboratoire.

La protéine EcFur a été surproduite a partir deules BL21(DE3) commerciales
transformées avec le plasmide pET-30c._La surproduction est induite avec I''PTG
pendant 3h. L'extraction est réalisé dans du tampd@PS contenant trois inhibiteurs de
protéases : I'ICT (inhibiteur de la trypsine etldechymotrypsine), le PMSF et la pepstatine.
Les membranes bactériennes sont cassées par gmmieatla protéine est précipitée par
« salting-out » a 77,5% puis dissoute dans du tangtadialysée. Une chromatographie sur
une colonne d’affinité Chelating Superose chargeeZm(ll) permet de séparer EcFur des
autres protéines. La protéine est alors éluée parsalution d’histidine et traitée a 'EDTA
pour capter les ions Zhélués avec la protéine.

La derniere étape de purification consiste en cim®matographie d’exclusion sur
colonne « Superdex 75 prep grade » (HR16/60) GHliteae). Le chromatogramme de cette
derniére est présenté a la Figure 11.6, ci-dessBuscette figure, la protéine Fur se retrouve
dans les pics a 65 mL (dimere) et 73 mL (monomére}. pics observés avant 60 mL
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Chapitre I

contiennent majoritairement de la protéine Fur douse d'oligomeres (tétramere, hexamere

et octamére) qui sont difficilement utilisables.sL&actions contenant du dimere ou du

monomere purs sont regroupées et concentrées ssafreéd (« cutoff » 5000, Millipore).
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Figure 11.6: Purification d’EcFur sur colonne de filtration Superdex 75

La pureté de la protéine est vérifiée par gel $FIA&SE a 17 % (Figure 11.7).

kDa 1 2 3
Mono Dim
24 —»
20 —»

EcFur . ' -

(16795Da) ., .,

6 —»

Figure 11.7: Gels SDS-PAGE a 17% d’EcFur :
Ligne 1 : marqueurs de poids moléculaires : ligndrdction monomérique : ligne 3 fraction dimérgu

La concentration en protéine a été déterminée palasage en spectroscopie UV-

Visible a 280 nm, en utilisant un coefficient diextion massique de 0.4 mg/mL. Le
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rendement de la purification a été d’environ 25 de dimere et 10 mg de monomeére
protéigues pour 3 L de culture bactérienne (Maaeméthodes).

Nous allons maintenant présenter le test d’aétidiEcFur utilisé pour tester I'activité

de la protéine en présence ou non des peptidegdétes aptaméres peptidiques.

Il. B. 3. b| Présentation du test d’activité detpction a la nucléase

Le test d’'activité utilisé pour évaluer I'effet sigpeptides sur la fixation de Fur a
I’ADN a été décrit pour la premiere fois par Bagfgal, (Bagget al.,1987) puis optimisé au
laboratoire (D'Autreauxt al.,2002).

Le plasmide pDT10 utilisé contient la séquence mtoice du géne codant pour
I'aérobactine (Figure 11.8A), qui contient elle-méndeux boites Fur. Le plasmide pDT10
comporte également quatre sites de reconnaissancd’'@ozyme de restrictioiinfl, dont
un contenu naturellement dans une des deux baite@-lgure [I.8A). La présence de ce site
de coupure naturel est utilisée pour tester la cigpa’EcFur a se lier a I'ADN. En effet,
lorsque la protéine EcFur est activée par un dinatiétallique, elle se lie sur la boite Fur et
protége ainsi un site de restriction de la cougmaeHinfl. Aprés digestion et migration sur
gel d’agarose, une bande de 1781 pb est visuaksggenant la boite Fur intacte (Figure
[1.8B). En revanche, lorsque la protéine est inagtle site de coupure devient accessible et
deux bandes, respectivement de 1530 pb et 25Dpbyisualisées (Figure 11.8B).

A B
1530 pb e

0, G ¢
’ Digestion par

S «— 1781 pb

: 1630 pb — ™
+ Mn?* L
300 pb et migration 550 pb __,
300 pb —,
<> Site de restriction Hinfl 251 pb —»

Promoteur de I'aérobactine

Figure 11.8: Principe du test de protection a la copure par la nucléase Hinfl. A : carte des sites de coupure
pour Hinfl dans le plasmide pDT10. Les tailles attenduesfidggnents sont indiquées. B : profil de migration
sur gel d'agarose du plasmide pDT10 apres digeg#@infl pendant 1 h a 37 °C en présence de protéine

EcFur inactive ou activée par le fn
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Dans la pratique, le test de protection a la rasdés’effectue en présence du dimere
d’EcFur que I'on peut activer par ajout d’un mé&dn?* dans les conditions présentes, plus
stable que le Féen conditions aérobies) ou inhiber par L'EDTA. lmsts correspondant a
ces deux agents sur le profil servent respectivengen controles positifs et négatifs.
L’incubation de la protéine avec un peptide linéau une petite molécule avant I'ajout de
'ADN permet de déterminer si le peptide est capatbinhiber I'interaction de Fur avec
I’ADN in vitro.

Ce test repose sur une maniere indirecte de \gsudh capacité des peptides a inhiber
la liaison d’EcFur a I'ADN. En effet, on observedanséquence de l'interaction des peptides
avec EcFur (liaison ou non d’EcFur a 'ADN) maisspae formation directe du complexe
peptide-EcFur. Ce test ne permet donc pas de démrgies constantes de dissociation pour
ces differents complexes. Par contre, il permeddegermination d’lGo, qui correspond a la
concentration de molécules (peptides) nécessaire ipbiber 50 % de l'activité de liaison
d’EcFur a I'ADN. Cette valeur est relative et dégetes conditions expérimentales. LesolC
des molécules testées peuvent étre comparés urequesnles tests sont réalisés dans les

mémes conditions.
Il. B. 3.c| Effet des peptides linéaires pF1 a plSa liaison d’EcFur a ’ADN
Les premiers tests ont montré que les peptidesagd3 (commandés chez Genscript)

inhibent I'activité de liaison du dimére d’EcFur ¢@mirement a pF4 qui semble inactif. pFb5,
le peptide contrGle n’a aussi aucun effet (Figugg.

-99 -



Chapitre I B|Caractérisation des peptides pF1 a pF5
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Figure 11.9: Tests d'activité in vitro de Fur d’E.coli en présence des peptides linéaires pFl1 a pH:
protéine a .M est métallée par 2 équivalents de®Mpar sous-unité (sel : Mng)l Différentes concentrations
de peptide (0, 25, 50, 100 ou 200 équivalents pas-sinité) puis 10 nM de plasmide pDT10 sont agputé
mélange réactionnel est digéré 1 h a 37 °C avettdsude Hinfl puis déposé sur gel d’agarose 0,8 &mpon :
Bis Tris Propane 100 mM pH 7,5, KCI 100 mM, Mg/BOmM. Les peptides pF1, pF3, pF4 et pF5 sont dgssou
dans le tampon, pF2 est dissous dans le DMSO. &maque peptide, 3 tests indépendants ont été edfect
(Vitale 2009).

La Figure 1.9 montre que les peptides pF1, pF@F& inhibent totalement la liaison
d’EcFur a 'ADN respectivement a 100, 25 et 84 alors que pF4, inactif sur le dimere, est
actif (ICso = 25 pM) sur le monomére en empéchant la diméiséFigure 11.10).

pF4

0 25 50 100 200 eq/Fur

Figure 11.10: Test d’'activité in vitro du monomeére de Fur dE.coli en présence du peptide linéaire pF4.a
protéine a JuM est incubée avec différentes concentrations géigee (0, 25, 50, 100 ou 200 équivalents) puis 2
équivalents de Mn2+ (sel : MnCI2) et 10 nM de plenpDT10 sont ajoutés. Le mélange réactionnedigstré
1 h a 37 °C avec 4 unités de Hinfl puis déposéeud’agarose 0,8 %. Tampon : Bis Tris Propanerh®0pH
7,5, KCI 100 mM, MgS0O4 5 mM. Le peptide est dissdass le tampon. 3 tests indépendants ont été&eéfec
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Comme attendu, le peptide contréle pF5 n'a aucfiet esur l'activité d’EcFur.
D’aprés ces travaux les peptides pFl, pF2 et p&3semblent pas agir sur la
métallation de la protéine EcFur, mais sur la pneténétallée et I'ordre d’ajout des réactifs

n'a aucun effet sur le résultat du test (Vitale 200

La suite des tests d'activité a été réalisée ades séquences tronquées ou mutées de
ces peptides anti-Fur et d’'une petite moléculectélenée par le criblage virtuel (Voir
chapitre 11l théorique). Le but de ces tests s séquences tronquées ou mutées est de
déterminer les séquences minimales inhibitriceclilgue peptide et identifier les acides
aminés essentiels a l'effet du peptide sur la pretéLa comparaison des modeles
d’interactions théoriques avec les données expétates, s’il y a cohérence, donnera une

idée de la zone d'interaction des peptides antigvec leur cible.

Pour réaliser tous ces tests, plusieurs synthpsggliques chimiques ont été réalisées
en collaboration avec Didier Boturyn du Départemdat Chimie (DCM) moléculaire de
Grenoble. Nous verrons les grandes lignes de lthéga chimique avant de présenter les

résultats de ces syntheses.
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ll. C| Synthese chimique des peptides

I. C. 1| Principe

Contrairement a la biosynthese peptidique, lal®s# peptidique chimique commence
par 'acide aminé C-terminal de la séquence eesaihe par le résidu N-terminal (Figure
11.11).

Liais\on peptidique

,N/J\ CH + l-?h\u,/'u'\oﬂ -

dipeptide

Figure 11.11: Réaction de couplage peptidique

Cette synthese peptidique chimique standard densisun cycle de trois étapes :

- Une étape de protection de I'amine N-terminal denper résidu

- Une étape d’activation des acides aminés suivants

- Une étape de couplage. Cette étape peut étreg@alssolution ou sur support.

La synthése sur support offre de nombreux avastage rapport a la synthése en
solution. Le support étant séparé de la phasediéqar simple filtration, les étapes
d’isolements et de purifications des produits sntplifiées et les rendements peuvent étre
optimisés par l'utilisation d’excés de réactifsektes du réactif étant facilement éliminable

par filtration.

Nous avons utilisé la célebre technique de syesthegptidique sur phase solide (SPPS)
pour obtenir les peptides linéaires utilisés dattecctude. La SPPS, mise au point par Bruce
Merrifield en 1963 (Lauréat du prix Nobel en 198d4psiste en I'addition successive d’acides
aminés protégeés sur un support insoluble, a pdetifextrémité C-terminal. La procédure est

expliquée sur la Figure 11.12, ci-dessous.
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RéSine | umisidiens s, o

Introduction d’un « linker »

Attachement du®a.a.  |-mememrmrmemi

Clivage du groupement protecteur Nter

Couplage peptidique du second a.a.| ... . .

Répétition des étapes 3 a 4] -===-=-==cmmsszrans

Clivage des groupes protecteurs des

chaines latérales et décrochage du pepti

Peptide libre

Figure 11.12: Procédure générale de la SPP3.a lettreY désigne le groupe protecteur temporaire ;
R', R, R" et R*! sont les chaines latérales des acides aminésigées temporairement si nécessaire par des

groupements protecteurs.

Les supports solides ou résines utilisés pouroaber les peptides, sont généralement
des billes de polymeéres réticulés de différentdarea (PEG, Polystyréne ...) possédant des
bras « espaceurs » fonctionnalisés pour la liadkopremier acide aminé. Sur le marché, il
existe un grand nombre de résines commercialeségast différentes propriétés de
solvatation (solvants agueux/organiques) et digefsactions chimiques. Le choix du bras
« espaceur » permet le décrochage du peptide géroiélibre) en fonction de la modification

voulue sur l'extrémité C-terminal (acide, amidgdiazide, ester méthylique, aldéhyde).
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Chapitre 1l CBynthése chimique des peptides

I. C. 2| L’étape de protection de I'amine libre drierminal

En SPPS, I'addition de chaque acide aminé s’eféestlon un cycle de deux étapes :
le couplage d’'un acide aminé protégé et I'élimimatdu groupement protecteur N-terminal.
Deux stratégies sont couramment utilisées pourise¥aktes étapes. Ces deux stratégies
different par le choix du groupe protecteur de itaenlibre en N-terminal et les groupements
protecteurs orthogonaux utilisés pour protégerclesines latérales des acides aminés. La
stratégie la plus utilisée reste celle dite de FHiBoc Cette stratégie consiste a utiliser un
groupement alcalino-labile : le Fmoc (fluorényln@tiicarbonyle), facilement éliminable en
présence de pipéridine, comme groupement protectediramine libre en N-terminal. Le
mécanisme de déprotection du Fmoc est présentta dtigure 11.13, ci-dessous. Pour des
raisons d'orthogonalité, les protections des clalatgrales sont stables en milieu basique et
s’enlevent en conditions acides par un traiteradtscide trifluoroacétique (TFA).

Fmoc
e 3 i -
( P ()
: yZ
/= + HN-R —— }\/ iy
=\ Ao x T T =N A0 N
K / - L. g = 3 R
i (o] N fo)
9
Déprotection :
(s ()
— H 4
f’x 1 NS . Ojg\/o : N
[ 7 “R e i,
\\,ﬁ? \g/ & ¥ ~AT R
20% pipéridine / ' *
H—NI
_f
/“..‘: H@
./ e Th ()
| ™ % B )f '/\
= ! SO F\ | 4
Jl<f:<\ \r’\l“R _T" [~ N AN
b s AN
, COo == + H3N-R
) N
H N: p.

Figure 11.13: Mécanismes de protection et déprote@n du Fmoc

. C. 3| L’étape d’activation

La réaction de couplage chimique entre deux acad@gés est réalisée en activant le
groupe COOH du résidu a ajouter (Figure 11.14).
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R 0 e H

R’ 0
|
AN wh\?)J\OH . H?.\__/LT,NLT,JK_ o
0 R? 0 R’

Figure 11.14: Réaction de couplage avec un acide ang activé

Pour I'étape d’activation, on utilise généralemées agents de couplage. Au cours des
syntheses reéalisées dans le cadre de ce travaiy aoons utilisé le benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphatg®P) comme agent de couplage. Son
mécanisme d’action est décrit sur la Figure llcifjessous.

N
“”

N, D \ o]
acide \y —_— = —_— KI/'T'D %O;P{—N
}\ R« C/ D PF; C/ LN)

DIEA HOBT
PyBOP

Figure 11.15: Mécanisme de couplage peptidique enrpsence de l'agent PyBOP et de la bade¥,N-
Diisopropylethylamine (DIEA).

. C. 4 Décrochage du peptide de la résine

A la fin d'une synthese peptidique chimique, Iptme doit étre décroché du support
(résine), lorsqu’on utilise la SPPS. Au cours ditecthése, les résines Wang et 2-chlorotrityle
(CI-Trt) ont été utilisées en fonction des syntisesea résine acido-labile CI-Trt a été la plus

utilisée et sa formule est présentée ci-dessogsi@il.16).

Figure 11.16: Structure de la résine Chlorotrityle (CI-Trt)
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Cette résine présente I'avantage de pouvoir réeupes peptides dans des conditions
tres douces (acide acétique/trifluoroéthanol/diduethane) sans toucher les groupes
protecteurs des chaines latérales. L’accrochage pdbmier résidu ne nécessite pas
d’activation, ce qui limite les risques de racéniisa Le mécanisme de la réaction débute par
I'attaque nucléophile du carboxylate du premiedaa@miné sur la résine du carboné 8ec

élimination du chlorure.

II. C. 5] Synthese peptidique chimique en solution

Au cours de ce travail, nous avons eu a synthétisgoeptide cyclique en solution
dont le protocole de synthése est décrit ci-dessous

La synthése d’un peptide cyclique débute généeéipar un résidu achiral comme la
glycine permettant de limiter les phénomeénes d’'épisation qui peuvent apparaitre lors de
I'étape de cyclisation. La synthése du peptide guéta été réalisée au robot. Ensuite, les
cycles de déprotection des amines libres en N-teihsont effectués avec une solution de
pipéridine a 20 %. Les couplages peptidiques séalisés au moyen d’agents de couplage
comme le PyBOP en présence d'un exces de réagtiisgivalents d’acides aminés et
d’agents de couplage). En fin de synthése, le gpegirotégé est libéré du support dans des
conditions acides (TFA 1%) en gardant ces groupesr@otecteurs sur les chaines latérales.
L'extrémité N-terminal est alors couplée a I'extignC-terminal dans une réaction de
couplage normale. Aprés la cyclisation, le pepédeentierement déprotégé au moyen d’'une
solution de TFA/TIS/HO (95/2,5/2,5). L'utilisation de I'eau est nécessai I'élimination du
groupement éthoxyéthylidene tandis que le triisoysilane (TIS) est utilisé comme piégeur
pour réduire les carbocations formés pendant lativka Le produit brut est vérifié par
chromatographie liquide analytique puis purifié pdaromatographie liquide préparative
(confere matériels et méthodes). Les produits i@grit lyophilisés ont ensuite été testés pour
leur capacité a inhiber la protéine Fur pour smdia & I’ADN. Cette synthése a été réalisée
uniquement pour le peptide cyclique pF1(1-12) RKIWCRYPHPPLT (confére Tableau

[1.3:, ci-dessous).
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. C. 6] Résultats des syntheses peptidiques

Au cours de cette these, nous avons eu a syrgh@lissieurs séquences peptidiques
afin d’évaluer leurs effets sur I'activité de liaisde la protéine Fur a 'ADN par le test de

protection a la coupure par une nucléase. Nousrdasice test plus tard dans ce chapitre.
La liste des peptides synthétisés et achetépré&stntée dans le Tableau I1.2.

Ces tableaux contiennent les notations des papéesi que leurs séquences dans la
colonne 1 et 2, respectivement. La notation desigegpest faite en fonction du numéro des
résidus en partant du N-terminal. Exemple : le ideppF1(1-13) désignera le peptide pF1 de
13 acides aminés et le pF2(3-10) sera la notatiopaptide de huit acides aminés de pF2
allant du résidu 3 au résidu 10. Nous utiliseraess motations tout au long du manuscrit pour
désigner les peptides. Dans la colonne 2 (séquenicesqu’'un acide aminé est muté, la
position du résidu remplacé est désignée en rdtxgmple RLW SRYPHP est la séquence de
pF1(1-9) ou la Cystéine en position 4 est remplgagaine Serine. Cette séquence sera notée
pF1(1-9) C4S. Les masses des produits aprés m@iidiicet lyophilisation sont données dans

les tableaux. Les masses molaires (MM) théoriques été calculées sur le site

http://web.expasy.org/protparae ajoutant la masse de 114 du contre-ion TFA;COOH
(MM=114) pour chaque charge positive sur les pegti(R, H, K et 'amine en N-terminal).
Les masses des peptides purifiés ont été vérigpgrimentalement par spectrométrie de
masse a ionisation Electrospray (ESI-MS). Les nsasks produits obtenus a la fin des
syntheses et les MM sont indiqués dans le Tableaulle détail des produits achetés chez

Genscript est donné au chapitre V.
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Tableau I1.2; Caractéristiques des peptides synthé&és au DCM et par Genscript

Tous les peptides synthétisés au DCM sont sur lidemak, ceux achetés chez Genscript sont sur faedEn rouge la

position d’'une mutation comparée a la séquencalimitiu peptide. Deux fractions ont été élués pesirséquences

marquées par un (*).

Notation des Peptides| Séquences Masse de | MM + masse TFA
produit pur (114)
obtenue (mg)
pF1(1-13) RLWCRYPHPPLTD 10 2110
(=1654+4x114)

pF1(1-13) RLWCRYPHPPLTD 10+10 2110
pF1(1-13) Y6A RLWCRAPHPPLTD 5 2018
pF1(1-13) H8A RLWCRYPAPPLTD 5 1930
pF1(1-13) R5A Y6A RLWCAAPHPPLTD 5 1819
pF1(1-13) H8A T12A | RLWCRYPAPPLAD 5 1900
pF1(1-9) RLWCRYPHP 10+5 1569
pF1(2-9) LWCRYPHP 10 1413
pF1(3-9) WCRYPHP 10 1300
pF1(1-9) RLWCRYPHP 32 1569
pF1(1-9) C4S RLWERYPHP 31,2 1553
pF1(4-9) CRYPHP 11,4 1000
pF1(4-9) C4S SRYPHP 22,4 984
pF1(1-10) RLWCRYPHPP 28 1780,5
pF1(2-9) LWCRYPHP 57 1413
pF1(3-9)A8 VCRYP_P 4 1049
pF1(1-8) RLWCRYPH 11 1586
pF1(3-9) V\CRYPHP 18,6 1300
pF1(5-13) RYPHPPLTD 35 1437
pF1(8-13) HPPLTD 11,5 907
pF1(1-12) R1K KLWCRYPHPPLT 6,8 1966,8
pF1(1-12) R1K cyclique** | KLWCRYPHPPLT 7,8 1834,8
PF2(1-13) RQCNI CGASLYSY 10 1706
pF2(1-13) Y11A Y13A| RQCNI CGASLYSY 5 1521
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pF2(2-10) QCNI CGASL 10 1022
pF2(3-10) CNI CGASL 10 894
pF2(1-11) RQCNI CGASLY 22 1455
pF2(1-10) RQCNI CGASL 26 1292
pF2(2-10)* QCNI CGASL 8,8+19,8 1004 et 1022
pF2(3-10) CNI CGASL 10,2 894
pF2(1-10) C3S RQSNI CGASL 1,2 1276
pF2(1-10) C6S RQCNI SGASL en solution 1276
pF2(1-10)C3S et C6S RQSNI SGASL en solution 1260
pF2(1-11) Y11W RQCNI CGASLW 3.8 1478
pF2(3-13) CNI CGASLYSY 10 1307
pF3(1-13) ETCKCGSQUVW\RHS 10 1976
pF3(1-11) ETCKCGSQVWR 2,4 1638
pF3(3-13) CKCGSQWRHS 0,5 1746
pF4(1-13) CARCGARVNVYKY 10 1958
pFA(1-11) CARCGARVNVY 4,2 1553
pF4(3-13) RCGARVNVYKY 10 1784,5
pF5(1-13) RSLRGRCL SQHQD 35 2124

Plus de détails sur les caractéristiques sur gatsdes sont données au chapitre V.
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l. D| Etude d’inhibition d’EcFur par les peptidggnthétisés

II. D. 1] Etude d’inhibition d’EcFur par des dérsvée pF1

Le peptide pF1 est celui pour lequel le plus graochbre de mutations ont été réalisées.
Pas moins d’'une vingtaine de séquences mutéesmguies ont a été synthétisées et testées. De
plus, il faut trois expériences indépendantes iéagmur déterminer la valeur moyenne degsIC
et tous les gels ne seront pas présentés dansneesenia Au vu de ces critéres, I'dgn’a pas été
affiné pour toutes les séquences. De plus, leserrations peptidiques (équivalents/Fur) sont
comprises entre 0 et 150 uM. Au-dela de 150 égentsl/ sous-unité de Fur, c’est a dire 150
UM en peptide dans le test nucléase quand oneuflis & 1 UM, on observe souvent une
agrégation des échantillons dans les puits, prebadit due aux problemes de solubilité des
peptides évoqués précédemment. Le Tableau Il.2mese résumé des tests sur I'ensemble des

dérivés de pFl1.

Peptides séguences IC 50 (MM) Nombre de tests
PF1(1-13) RLVWCRYPHPPLTD 6011 6
pF1(1-13) Y6A RLWCRAPHPPLTD inactif (*) 2
pF1(1-13) H8A RLWCRYPAPPLTD inactif (*) 2
pF1(1-13) R5A Y6A | RLMCAAPHPPLTD inactif (*) 3
pF1(1-13) HBA T12A | RLWCRYPAPPLAD inactif (*) 3
pF1(1-10) RLWCRYPHPP 64+10 3
PF1(1-9) RLWCRYPHP 7545 (%) 3
pF1(1-9) C4S RLWERYPHP inactif (*) 2
pF1(1-8) RLWCRYPH inactif 3
pF1(2-9) LWCRYPHP 75 7
pF1(3-9) WCRYPHP 50 6
pF1(3-9)A8 WCRYP_P inactif 2
pF1(5-13) RYPHPPLTD inactif 2
pF1(8-13) HPPLTD inactif 2
pF1(1-12) R1K KLWCRYPHPPLT actif 3
pF1(1-12) R1K cyclique | KLWCRYPHPPLT actif 3

Tableau 11.3: Résumé des activités des dérivés mgtét/ou tronqués de pF1.

Les mesures d’lgg marquées par une (*) ont été réalisées par SgWitale 2009).
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Parmi les différents dérivés de pF1 testés, sdeleséquences pF1(1-13), pF1(1-10),
pF1(1-9), pF1(2-9), pF1(3-9), pF1(1-12) REK son homologue cyclis@hibent I'activité de

liaison de la protéine a ’'ADN dans les conditiales tests d’activité (équivalents/Fur <150).

Le but étant de déterminer les acides aminésdeéaffinité du peptide pour la protéine,
analysons finement les résultats de ce tableaucibggpremiéres lignes du tableau montrent que
les acides aminés Y6, H8 sont importants pour inHé@rotéine. Le fait que le peptide pF1(1-
9) inhibe la protéine montre que les quatre résfdusrminal de pF1l ne sont pas essentiels a
I'effet du peptide sur la protéine. Notons au pgesgue c’est le peptide qui a permis de faire
avancer les simulations d’amarrage de pF1 surdegéme. Nous reviendrons sur ce point dans la
partie théorique. L'effet de ce peptide démontre ql2 n’est pas essentielle a I'activité du
peptide pF1l. De la méme maniere, I'effet de pFI)(&ontre que les deux résidus N-terminal
ne sont pas non plus indispensables pour inhib@molgine. Aucune mutation dans ce tableau ne
montre que le résidu R5 est important. En revaniehryptophane W3 est indispensable étant
donné que pF1 (4-9) est inactif. La cystéine C4drapbrtante car pF1(1-9) C4S n’est plus actif.
De facon surprenante, la proline P9 est importaatepF1(1-8) n’est pas actif contrairement a
pF1(1-10) (Figure 11.17).

pFi{1-10) pF1{1-8)
M pDT10 Fur EDTA Mn?** 20 30 40 50 80 20 30 40 50 80 €q/ Fur
—--_ _H——-ﬂ———-‘-ﬂ-—
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Figure 11.17: Tests d’'activité de Fur d’E.coli en présence de pF1(1-10) et de pF1(1-8) est le
marqueur de poids moléculaire. La protéine @MLest inhikde par 1 mM d’EDTA (contrdle négatif) et méta
par 2 équivalents de Mhpar monomére d’EcFur. Différentes concentrations peptides en équivalent
protéine (éq/Fur) puis 10 nM de plasmide pDT10 sgoiités. Le mélange réactionnel est digéré 1 h &Par ¢
unités de Hinflpuis déposé sur gel d'agarose 1 %. Tampon : B Aiopane 100 mM pH 7,5, KCI 100 mr
MgSQ: 5 mM. Les peptides sont dissous d’'abord dans IeSDMuis dilués dans le tampdbans ce test,
peptide pF1(1-10) inhibe partiellement la protér@0 équivalents alors que pF1(1-8) n’inhibe pas.
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De méme, la troncation de la proline P10 diminlg&sh. De maniére intéressante, pF1(3-
9) est la séquence qui possededil@ plus faible, donc celle qui interagit la plasdrablement
avec la protéine. Dans les conditions de ces tastles peptides sont dilués dans le DMSO,
pF1(3-9) de sept acides aminés est donc la séqueinamale active sur la protéine. La Figure
[1.18 présente deux profils de migration de ce ioeptLa Figure 11.18A montre un gel ou le
peptide inhibe 50% de I'activité de la protéineGaBM. Sur la Figure 11.18B, on observe une
inhibition totale a 100% de la protéine. On peuinesr I'ICso de pF1(3-9) a 50 uM dans les

conditions de ce test. Ce qui serait la plus ada®séquences de pF1 (Figure 11.18).
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Figure 11.18 : Tests d'activité de Fur d’E.coli en présence de pF1(3-9M est le marqueur de poids
moléculaire. La protéine a M est inhibée par 1 mM d’EDTA (contrble négatif)raétallée par 2 équivalents de
Mn?* par monomére d’EcFur. Différentes concentratiorssiptides en équivalent de protéine (éq/Fur) pisM
de plasmide pDT10 sont ajoutés. Le mélange réawtiast digéré 1 h a 37 °C par 4 unités de Hini$ péposé sur
gel d’agarose 1 %. Tampon : Bis Tris Propane 100 p#M7,5, KCl 100 mM, MgS®@5 mM. Les peptides sont

dissous d’abord dans le DMSO puis dilués danarfgpbn. Gel présenté ici en contraste inversé.

Obtenir des séquences minimales actives plus actjue les peptides linéaires est tres
intéressant pour la suite du projet. Cela facditeles modéles de prédiction des amarrages des
peptides sur la protéine, comme nous allons le dairs le chapitre Ill. Afin de confirmer et
d’affiner les valeurs d’'lgy obtenus sur les séquences de pF1l, une série dexpes a été
réalisé récemment par Sophie Mathieu, actuellermanpost-doc au laboratoire, en essayant
d’autres conditions. La Figure 11.19, montrée cssleus, présente les profils de migration de
deux gels en présence de pF1(2-9) et pF1(3-9) éxlobez Genscript et dissous dans le tampon

BTP en utilisant 2 uM de Fur et 8uM de Mn2+ et &asde Hinfl.
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pF1(2-9) pF1(3-9)

X\ 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100

Figure 11.19: Tests d'activité de Fur d’E.coli en présence de pF1(2-9)de pF1(3-Qa protéine a 2M
est inhibée par 1 mM d’'EDTA (contrdle négatif) eétailée par 4 équivalents de fMpar monomére d’EcFt
Différentes concentrations des peptides en équivale protéine (ég/Fur) puis 10 nM de plasmide pD$a&n
ajoutés. Le mélange réactionnel est digéré 1 h &C3f@ar 2 unités de Hinffiuis déposé sur gel d’agarose 1
Tampon : BTP 100 mM pH 7,5, KCI 100 mM, Mg&8®mM. Les peptides ont été dissous dans le BTP.

Dans ce test, le peptide pF1(2-9) est plus acef cplui de pF1(3-9). Ce gel montre que
I'IC 50 de pF1(2-9) peut étre estimé a 35uM tandis qué del pF1(3-9) est plus proche 45 puM.
Ces resultats sont plus cohérents avec ceux dasam®sa moléculaires (confere chapitre Ill) qui
montrent que I'énergie libre de liaison de pF1(3e9) supérieure que celle de pF1(2-9). Ces
résultats démontrent et confirment aussi que pBlEst la séquence minimale active de pF1. i

sera intéressant de muter le résidu R5 afin deneosbn effet sur I'activité de cette séquence.

Ces valeurs d'lgy du peptide pF1l linéaire sont relativement tréblési comparées a
celles des affinités estimées pour I'aptaméere Fht @st issu le peptide. Afin de mimer la
conformation du peptide pF1 telle gu'on I'imaginendd’aptamére, la séquence pF1(1-12) R1K
a été synthétisée dans le but de contraindre ledeefitant donné que pF1(3-9) est actif et que
les quatre résidus C-terminal ainsi que les résiRiset L2 de pF1 ne sont pas indispensables
pour inhiber l'activité de la protéine, la séquemtel(1-12) R1K cyclisée entre I'amine de la
chaine latérale de K1 et le COOH de T12 était wdgguence raisonnable pour commencer les
tests. La Figure 11.20 illustre un modéle de cetiglepcyclisé. Ce modele a été construit a partir

de la conformation amarrée de pF1 sur la protéurgdonfere chapitre IlI).
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Figure 11.20: Modéle du peptide pF1(1-12) R1K cycké

Les séquences pF1(1-12) R1K linéaires et pF1(IRLK) cyclisé, synthétisées au DCM,
ont été testées. La Figure 11.21 montre les prafds tests d’activité de pF1(1-13), pF1(1-12)
R1K et pF1(1-12) R1K cyclisé. Ces tests réalisésSephie Mathieu avec 1,5uM de Fur et une

unité de Hinfl (nouvelle enzyme).
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Figure I1.21: Tests d'activité de Fur d’E.coli en présence de pF1(1-12) R1K cyclisé, pF1l (1-13) e
pF1(1-12) R1K linéaire.La protéine a 1,5M est inhibée par 1 mM d’EDTA (contrble négatif)reétallée par 4
équivalents de Mii par monomeére d’EcFur. Différentes concentrations pleptides en équivalent de protéine
(ég/Fur) puis 10 nM de plasmide pDT10 sont ajoutésnélange réactionnel est digéré 1 h a 37 °Qiparunité de
Hinfl puis déposé sur gel d’agarose 1 %. TamponP BOO mM pH 7,5, KCI 100 mM, MgSG mM. Les peptides
ont été dissous dans le BTP.

Dans ce test ou les conditions sont les mémepeoncomparer I'effet des trois peptides
sur l'activité de la protéine (Figure 11.21). Leptiele pF1(1-12) R1K cyclique semble plus actif
que le peptide pF1(1-13) linéaire qui est auss plitif que la séquence pF1(1-12) R1K linéaire.
On peut estimer dans ces conditions des di€ I'ordre de 10 uM pour le peptide cyclique, @e 4
UM pour le peptide pF1(1-12)R1K linéaire et deud® pour le peptide pF1(1-13) Ces résultats
montrent que le peptide pF1(1-12) R1K cyclique st 4 fois plus actif que les séquences
linéaires. La cyclisation est donc bien une voiéressante a suivre pour améliorer I'activité de
ces peptides. La cyclisation devrait permettre iadesstabiliser les peptides et de les protéger de

I'action des exo-protéases.
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De facon surprenante, les peptides pF1(1-9) etlpE3) qui ont été synthétisés au DCM
n’inhibent pas la protéine. Or, ces mémes seéqueatastées chez Genscript inhibent la liaison
d’EcFur a 'ADN. Les peptides pF1(1-9) et pF1(1-18ynthétisés et achetés) ont donc été
analysés par HPLC analytique, par spectrométrimagse a ionisation Electrospray (ESI-MS) et
par séquencage. Les spectres ESI-MS ont montrélesugeptides pF1(1-9) et pF1(1-13)
synthétisés au DCM sont en présence de deux aptogklits secondaires inconnus dans la
solution analysée alors que celui de Genscripsesgt La pureté donnée par Genscript est de
96% (voir chapitre V matériel et méthodes) alors gk&(1-9) et pF1(1-13) purifiés au DCM
contiennent respectivement 27 et 26% d’abondanegive d’autres produits secondaires. En
effet, quand on observe les spectres HPLC ci-dessupeut se rendre compte que le pic au
temps de rétention RT = 6,53 minutes corresponaafil(1-13) posséde un épaulement pour le
peptide pF1(1-13) du DCM qu’il aurait été difficile séparer contrairement a celui de Genscript
dont le pic majoritaire sort a RT= 6,53 minutescaug petit pic d'impureté a RT = 6,85 minutes
(Figure 11.22). Les peptides pF1(1-9) et pF1(1-p8jifiés au DCM contiendraient donc un ou
deux produits secondaires difficilement séparatdessproduits espérés, probablement a I'origine
de cette différence observée avec celui de Gens€rgs résultats nous ont pousseés a étre plus
vigilants sur I'étape de purification en préparalifs peptides en ne collectant que les sommets
de pics pour obtenir des produits purs.

Le séquencage (réalisé par Jean-Pierre ANDRIEU,lathwratoire d’Enzymologie
Moléculaire de I'Institut de Biologie StructuralB$) a montré qu’'une grande proportion de tous
ces peptides contient des cystéines non libreemt grobablement impliquées dans des ponts
disulfures. La séquence de pF1l ne contenant quystgine C4, on peut dire que ces peptides
sont pour la plupart sous forme dimérique. L'atéivdes aptameres dont sont issus les peptides
linéaires de 13 acides aminés nous indique qué wiesseule séquence de pF1(1-13) qui inhibe
Fur comme nous l'avons vu dans le Tableau Il.3appes ces données, on peut penser que la
proportion de diméres formés par ponts disulfunesi gue la pureté jouent un réle important sur
I'activité inhibitrice de ces peptides. Dans I'aveiili faudra étre plus vigilant sur I'oxydation et

la pureté des peptides synthétisés.
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Figure 11.22: Spectres HLPC de pF1(1-13) synthétisau DCM et celui acheté chez Genscript.’unité
arbitraire (AU) montre I'évolution de I'absorpti@n214 nm, spécifiques des liaisons peptidiquegitenajoritaire
du peptide pF1(1-13) DCM possede un épaulementstape celui de Genscript possede 2 pics disti@onne
analytiqueNucleosil 120 A 3m C18 particles, 30 x 4 nfropérant & un flux de 1,3 mL.miravec un gradient de 5
a 100% de solvant B (solution d’acétonitrille (§HN) contenant 9,9% d'eau HPLC et 0,1% de TFA) pahd&

min. Le solvant A est une solution d’eau HPLC coat# 0,1% de TFA.

II. D. 2| Etude d’inhibition d’EcFur par des déersvée pF2

Nous savions que le peptide pF2 était le plusf aleitous les peptides dérivés des
aptameres peptidiques. Cela s’est confirmé aveeclanique du double hybride qui permet de
visualiser des interactions vivo avec les peptides avec une constante de disswcigdd) de
'ordre du uM au nM (Vitale 2009). Les séquences pF2(1-13) E2(p-13) Y11 A Y13A
inhibent Fur avec des igde 12,5 uM et de 15,5uM, respectivement. Les aadenés Y11 a
Y13 ne sont donc pas essentiels a I'activité duigeple peptide pF2 est donc trés intéressant
puisqu’il présente la meilleure affinité pour EcHparmi les peptides entiers, dérivés des

aptameres peptidiques F1 a F4.
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L'ensemble des dérivés mutés ou tronqués de [ dans cette étude est présenté dans

le Tableau Il.4, ci-dessous.

Peptides pF2 Séquences IC 50 (UM) MW Nombre
(g/mol) de tests
pF2(1-13) RQCNI CGASLYSY 12,52 (%) 1706 5
PF2(1-13) Y11A Y13A |RQCNI CGASLASA 15,5 () 1521,5 3
pF2(1-11) RQCNI CGASLY 742 1455 7
pF2(2-10) QCNI CGASL 7545 1022 7
pF2(3-10) CNI CGASL >75 894
pF2(1-10) RQCNI CGASL % d’Inhibition 1780,5 6
a 6 ég/Fur
pF2(1-10) C3S RQSNI CGASL inactif 1276 3
pF2(1-10) C6S RQCNI SGASL Inactif 1049 1
pF2(1-10)C3S et C6S RQSNI SGASL inactif 1049 1
pF2(1-11) Y11W RQCNI CGASLW 8+2 1586 3

Tableau Il.4: Séquences et activité des variants n#s et/ou tronqués du peptide pF2Les

colonnes des I§g marquées par une (*) ont été réalisées par Sitale 2009).

Les résultats montrent le peptide pF2(1-10) tréndas résidus C-terminal Y11, S12 et
Y13 est le plus actif. Ce peptide inhibe la pragéén6 équivalents/Fur soit 6 uM (Figure 11.23).

M pDT10 Hinfl Fur

I

pF2_1_10
EDTA Mn 2+

6 10

SO R S e e

eq/ Fur

Figure 11.23: Tests d'activité de Fur d’E. coli en présence de pF2(1-10M est le marquer de poids
moléculaire, pDT10 est le puits du plasmide seliefl montre la digestion de pDT10. La protéiné aM est
inhibée par 1 mM d’EDTA (contrdle négatif) et métal par 2 équivalents de Kfnpar monomére d’EcFur.
Différentes concentrations des peptides en équivale protéine (éq/Fur) puis 10 nM de plasmide pD¥ant
ajoutés. Le mélange réactionnel est digéré 1 h &C3par 4 unités de Hinfl puis déposé sur gel dagml %.
Tampon : BTP 100 mM pH 7,5, KCI 100 mM, Mg8&® mM. Les peptides ont été dissous dans le DMSO. L

peptide inhibe totalement la protéine a 6 et 1&éqg/Photo de gel présenté en contraste inversé.
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Bien évidemment, il faudra réaliser d’autres tedis de déterminer I'l6;. Ce résultat
confirme que les trois derniers résidus C-termét@apF2 ne sont pas indispensables a 'activité
inhibitrice du peptide. Mieux encore, la troncatia ces résidus améliore I'affinité du peptide
pour la protéine (Tableau Il.4, ci-dessus). On @a¥sn peptide de 13 acides aminés a une
séquence de 10 résidus en améliorant I'activitahtide. Ces résultats vont dans le méme sens
qgue les tests sur les séquences pF2(1-11) et AA2(YL1W qui inhibent Fur respectivement
avec un Iy de 7 et 8 uM (Tableau I1.4).

La séquence pF2(1-11)Y11W a été synthétisée paine fla spectroscopie de
fluorescence du tryptophane (Reshetnyaek al.,, 2001) qui permet de renseigner sur
I'environnement du peptide. Cette méthode noust g&imis de savoir que le peptide pF1, qui
posseéde un tryptophane, interagit avec la formealh@étde Fur. La tyrosine Y11 de pF2 n’étant
pas indispensable a l'activité du peptide, ellet@ emplacée par une tryptophane dans la
séquence pF2(1-11)Y11W. Les résultats du test maqie ce peptide est aussi actif que la
séquence pF2(1-11) (Tableau Il.4). Il sera dons itnééressant d’étudier la fluorescence du
tryptophane de ce peptide en présence de prot@talée ou non afin de voir avec quelle forme
d’EcFur pF2 interagit. Les résultats permettrordantéliorer les prédictions d’amarrage de ce
peptide, qui ne semble pas aller dans le mémemgenseux de la partie expérimentale (confere
chapitre 1l1).

Tandis que les résidus C-terminal de pF2 amélidiaffinité du peptide pF2, les résidus
N-terminal semblent jouer un rbéle non négligeabie effet, les séquences tronquées des résidus
R1, Q2 font augmenter les valeurs ¢d@.’'IC 5o trouvé pour pF2(2-10) est encore de 75 uM,
soit moins bon que celui de pF2(1-10). Ainsi, tanglie pF2(1-10) inhibe totalement la protéine
a 6 UM les séquences pF2(2-10) et pF2(3-10) inhib6fo de I'activité de la protéine a des
concentrations supérieures ou égales a 75uM (Takld.

De plus, les mutations ponctuelles ou doubles réeglus C3 ou C6 de pF2(1-10)
montrent que ces résidus jouent un réle importans dianhibition de la protéine. Nous avions
vu précédemment que pF2 pouvait lier |€#'Cet probablement les métaux de la protéine pour
I'inhiber. Mais, sachant que les aptameres peptetiqunt été sélectionnés pour leurs interactions
avec EcFur en double hybride ce n’est pas une sirappétition pour la liaison de I'ion
métallique. Plusieurs hypotheses sont possibleseaqliquer I'effet de pF2 sur EcFur :

- Soit le peptide forme des ponts disulfures mwbkéculaires par I'intermédiaire des
résidus C3 et C6, conférant une conformation pdrtice au peptide pour inhiber la protéine.

Ceci est peu probable si on en croit les modélestogits avec pF2 ponté par un pont disulfure
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intramoléculaire C3-C6 qui ne sont pas favorablesr goteragir avec la protéine (confére
chapitre Il1).

- Soit le peptide interagit directement de factrsgorte avec la protéine quand on a des
cystéines et pas avec des sérines. Cela voudmitjde ce sont les caracteres polarisables et plus
facilement déprotonables des cystéines qui sera&s@ntiels pour l'interaction. Il sera difficile
de lever cette ambiguité en comparant ces résuldtats ceux des amarrages moléculaires car
I'effet des métaux n’a pas été bien pris en condpies les simulations pour les peptides. Il sera
donc important de déterminer sur quelle forme ded@€ine ce peptide est actif par le suivi de la
fluorescence du tryptophane en utilisant la séqu@hR@(1-11) Y11W synthétisée dans ce but. Il
sera trés intéressant de faire des essais de stalgsation de la protéine avec ce peptide qui
semble interagir tres fortement avec Fur. Cetteraation pourrait favoriser la stabilisation des
cristaux et permettre la résolution de la structdes la protéine et mieux comprendre le

mécanisme d’inhibition de ce peptide.

II. D. 3| Etude d’inhibition d’EcFur par des dérsvée pF3 et pF4

Pour ces deux peptides, seulement deux doubletiongaont été synthétisées pour le
moment. Il s’agit des mutations des deux acidesmi@siN-terminal et C-terminal de la séquence
qui ont été testées par Sylvia (Vitale 2009) (Tabld.5).

Peptide séquences ICs0 MW Nombre de
(uUM) (g/mol) tests
pF3(1-13) RQCNI CGASLYSY | 30+17 1706 5
pF3(1-11) RQCNI CGASLY <50 1455 7
pF3(1-13) RQCNI CGASLYSY | 30+17 1706 5
pF3(3-13) CKCGSQW\RHS | Inactif 1307 2
pF4(1-13) CARCGARVNVYKY | 355+12 1022 7
pF4(3-13) RCGARVNVYKY | Inactif 1307 2
pF4(1-11) CARCGARVNVY Inactif 1307 2

Tableau 11.5: Séquences et activité des peptides pfet pF4

Les peptides pF3(1-13) et pF4(1-13) sont actitcales G respectifs de 30 et 3515

HUM. Le peptide pF4 n’est pas actif sur le dimerajsninteragit avec le domaine de dimérisation
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d’'un monomeére pour inhiber la dimérisation de lat@ine (Vitale 2009). De plus, ce peptide
interagit avec des protéines Fur, autres que ddleFur comme nous le verrons au chapitre I
(Vitale 2009). Malheureusement, les simulationsrdierages n'ont pas pu été réalisées avec ce
peptide, trés intéressant. La structure du domaéndimérisation du monomere d’EcFur n’étant
pas stable d’'aprés les analyse RMN (Pecqe¢w., 2006), il ne sera pas possible d'effectuer
des simulations d’amarrage avec pF4. Il faudracaftr des mutations séquentielles a
I'extrémité N-terminal et C-terminal, comme il @&dait avec pF1 et pF2.
Le peptide tronqué pF3(1-11) semble actif (Figuézt).

pF3 1 11

M Hinfl Fur EDTA Mn*~ (+) 20 50 100 150 eq/Fur

I.“.-“-l--
-H--..-..-

F|gure 11.24: Test d’'activité de Fur avec pF3(1-11 pF2(1-10) (10 uM) est utilisé comme
contrdle positif (+) de l'inhibition par un peptidees conditions du test sont identiques a cellead€eidure 11.18.

Ce gel montre que pF3(1-11) inhibe totalementrtagine a 50 uM tandis qu'a 20uM,
on observe aucune inhibition. Ce qui montre que riésidus S12 et Y13 ne sont pas
indispensables a l'activité de pF3. Ce résultatsdaas le méme sens que les modéles de
prédiction de pF3 (confére chapitre Ill) qui montreque pF3(1-10) a une bonne affinité
théorique pour EcFur. Plusieurs simulations d’aagermoléculaires ont donc été réalisées avec
des séquences tronquées de pF3 afin de prédirautgions futures a réaliser sur ce peptide
(confere chapitre 11).

II. D. 4| Etude d’inhibition d’EcFur par I'ester daenzyl-tryptophane :
W_CO_Bz

Les criblages virtuels que nous verrons dans ttaepaéorique ont permis d’identifier de
petites molécules pouvant interagir et inhiber tatgine EcFur. Parmi ces molécules, nous avons

commandé I'ester du benzyl-tryptophane noté ici @-Bz (Figure 11.25), qui avait la meilleure
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affinité théorique pour EcFur lors du premier aidg que nous avons réalisé a Tromso
(Norvege) avec le docteur Rafi Ahmad dans le cadmedcollaboration (chapitre IlI).

H,N H

VS

Figure 11.25: Structure de I'ester du Benzyl-tryptophane

Le test d'activité de protection a été utilisé paester I'effet de la molécule sur la

protéine EcFur. Le profil de deux gels est préseatda Figure 11.26, ci-dessous.

T W-CO-Bz

M pDT10 Fur EDTA Mn* 5 10 15 20 30 50 éq/Fur

M Fur EDTA Mn*" 5 7.5 10 15 30 50 éqf/Fur

Figure 11.26: Test d'activité de Fur avec le W-CO-E. Les peptides pF1(1-13) 100 uM et pF2(1-10) 50
MM sont utilisés comme contrdles positifs d'inhitnit respectivement en A et Bl est le marqueur de poids
moléculaire. La protéine &dM est inhibée par 1 mM d’EDTA (contréle négatif)reétallée par 2 équivalents de
Mn?* par monomeére d’EcFur. Différentes concentratiorssppiptides en équivalent de protéine (éq/Fur) plisM
de plasmide pDT10 sont ajoutés. Le mélange réawtioest digéré 1 h a 37 °C par 4 unités de Hinfis gléposé
sur gel d’agarose 1 %. Tampon : Bis Tris Propar@r® pH 7,5, KCI 100 mM, MgS&b mM. Les peptides sont
dissous d’'abord dans le DMSO puis dilués danargbn. Le puits avec le DMSO contient 20a 200 phis de
DMSO que les puits 5 a 50eq peptide/Fur.
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Sur quatre tests réalisés, la molécule inhiberdédéme 2 fois (dans un test, le contréle
positif d’'inhibition n’a pas inhibé la protéine, monontré). Dans le premier test (Figure 11.26.A),
la molécule W-CO-Bz inhibe Fur a partir de 10 égiewnts/Fur mais ce résultat n’a pas été
confirmé par la suite. Un exemple de cette nonkiilbn par W-CO-Bz est montré sur la Figure
[1.26.B. Sur cette figure, on voit aussi I'effet BMSO sur l'activité de Hinfl.

Il reste d’autres petites molécules qui sont phitéressant théoriquement qu’on pourra
toujours commander et tester (confére chapitrep)r passer a des molécules plus intéressantes

précieuses pour des applications thérapeutiques.

II. D. 5] Essais de co-cristallisation des varial@gpF1 avec EcFur

Les multiples tentatives de cristallisation de tat@ine EcFur Apo ou métallée, dans le
passé, n‘ayant pas donné de résultats, nous aealisérdes essais de co-cristallisation de la
protéine avec des peptides actifs. L'interactional@rotéine avec des peptides actifs pourrait
stabiliser les complexes EcFur-peptides qui auraigsi plus de chance de co-cristalliser.

Les conditions des essais de co-cristallisation lesrguivantes :

. Métallation de la protéine avec du fr 1,1 équivalents

. Les peptides pF1(1-13), pF1(1-10), pF1(2-9) et BF)(ont été ajoutés a
la protéine a une stoechiométrie peptide/dimére e 1:

. Les mélanges ont été concentrés a 10mg/mL

Les premiers essais ont été réalisés par Sandoa @G&tuellement en deuxieme année de
thése, au laboratoire) a la fin de son stage detdvi& Les échantillons ont été envoyés a
'EMBL a Grenoble. Ces essais ayant montré un ddbutristallogenése avec le peptide pF1(1-
10) dans du dioxane a 35% (Qiagen/Nextal) (Figu&Y), nous avons effectué d’autres essais
de co-cristallisation (avec 2 équivalents de peptiette fois par rapport a la protéine métallée) et
d’optimisation des conditions de EcFur-WhpF1(1-10). Ces essais ont été réalisés a Tromso
(Norvege) dans le cadre d’'une collaboration (prajgRORA) avec ¢he Norwegian Structural
Biology Centre - Universitetet i Tromsg(Norstruct), ou jai effectué un séjour de trois
semaines. Nous avons testé six cent conditions de®dibrairies locales et commerciales avec
les peptides pF1(1-13), pF1(1-10), pF1(2-9) et pR)(a une stoechiométrie peptide/dimere
EcFur de 1:2, au robot et dix conditions d’optinisa de pF1(1-10)/EcFur 1:1 (Dioxane 31, 33,
35, 37 et 39%) (Confére chapitre IV). A I'heureuwsadte, et depuis plus d’'un an malgré d’autres
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tentatives de nos collégues norvégiens, les es&ais pas été concluants et les petits cristaux
observés dans le Dioxane, n'ont malheureusemergpéte reproduits.

Figure 11.27: Photo de cristallogenése d’EcFur et p1_1 10, réalisée a 'EMBL dans les

conditions du Dioxane 35% (Qiagen/Nextal).
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ll. E| Bilan et discussion

Dans cette partie expérimentale, nous avons peesks résultats des synthéses
peptidiques effectuées et une caractérisation diesactions de la protéine EcFur avec ses
inhibiteurs dérivés des aptaméres peptidiques (R068). Nous avons commencé par présenter
les résultats obtenus par le passé par Sylviae/éaNadia Abed (Abed 2005) (Vitale 2009) sur
la caractérisation de ces aptameres peptidiqueFantet leurs interactions avec leur cible : la
protéine EcFur. Par la suite, nous avons pres@amsdmble des études menés sur ces inhibiteurs

anti-Fur dérivés des peptidiques.

Ces études sur les peptides linéaires pF1 a pived@es aptameres peptidiques F1 a F4
et de leurs séguences tronquées ont permis de mieoprendre les mécanismes d’inhibition de
ces molécules. Dans ce travail, nous avons prddujftrotéine EcFur, synthétisé et purifié
plusieurs peptides grace a une collaboration avideDBoturyn du département de Chimie
Moléculaire (UJF) qui m'a aidé a synthétiser etpmuifier ces molécules. Nous avons vu les
principes de la synthese peptidique chimique etdele opératoire pour la purification (confére
Matériel et méthodes au chapitre V). Les peptideghgtisés ont ensuite été testées pour leur
capacité a inhiben vitro la liaison de Fur a I'ADN lors d’'un test de profeata la coupure par
une nucléase. Nous avons déterminé leg di€ certains peptides contre l'activité de la praé
afin de pouvoir comparer l'effet inhibiteur de cewmlécules et déterminer les séquences
minimales inhibitrices. Il faut préciser que cettégant dépendant des conditions, il faut pour
pouvoir comparer les Kgdes inhibiteurs, que les tests soient réalisés ldamaémes conditions,

simultanément dans le meilleur des cas.

Globalement tous les peptides libres issus demragtes inhibent la protéine EcFur, de
maniere différente, comme les aptameres peptididies différents peptides testés pF1, pF2,
pF3 et pF4 inhibent EcFur avec desgf2spectifs de 53M, 12.5uM, 30 uM et 37 uM. Les
diverses mutations réalisées sur les acides arpimégits comme importants pour l'interaction
des peptides pF1 et pF2 avec EcFur par la modélisgtonfére chapitre 1) ont permis
d’avancer sur l'identification des acides aminé&dés » de ces peptides.

Nous avons montré que les séquences minimalesitiitels de ces deux peptides sont
pF1(3-9) et pF2(3-10) qui inhibent la protéine ades 1G, de 50 UM et supérieur a 75 uM,
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respectivement. Les acides aminés de pF1 identifidsme essentiels pour observer un effet
inhibiteur sont les résidus W3, C4, Y6, H8 et PArga-1.

Concernant le peptide pF2, ce sont les résidusOB3qui ont été mis en évidence. Le
peptide pF2 pouvant lier les métaux, il se pourmaik ce peptide s’'oxyde et forme des ponts
disulfures intramoléculaires C3-C6, apportant uoefarmation particuliere a la molécule pour
son interaction forte avec la protéine. Le pepgidarrait aussi bien interférer avec la métallation
de la protéine pour l'inhiber mais cela n’expliqaiepas son interaction forte visible en double
hybride. Ce peptide pourrait lier I'ion métalligaa sein de la protéine pour former un complexe
inactif vis a vis de la liaison a ’ADN. Ceci poait expliquer la forte affinité de ce peptide pour
EcFur et il sera intéressant d’étudier la pertudpaties propriétés spectroscopiques des sites
métalliques de la protéine par interaction avec @@s dérivés. Le peptide tronqué pF2(1-10)
inhibe totalement la protéine a partir de 6 égens du peptide par rapport a la protéine. Il est
encore possible d'effectuer des mutations pour rodter I'ensemble des acides aminés
responsable de cette forte inhibition d’EcFur.

De méme, il faudrait réaliser d’autres mutationspt8 et pF4 afin de trouver les acides
aminés essentiels a l'interaction avec EcFur. B®umoment, les séquences minimales restent
pF3(1-11) et le peptide entier pF4 pour ces deyxiges. Le peptide pF4 interagit sur des
protéines Fur de la famille Fur autres que celle. doli (Vitale 2009). Ce peptide sera tres
intéressant a étudier dans l'avenir dans la mesurda compréhension de son mécanisme

d’inhibition aiderait a comprendre I'inhibition dasitres protéines Fur

On estime actuellement une perte d’affinité destigep pFl a pF4 par rapport aux
aptameres peptidiques F1 a F4. Ce qui suggereaqeantrainte imposée a la boucle variable par
la plateforme thiorédoxine joue un réle importaahsl I'interaction avec la cible. Dans le but
d’obtenir des molécules ayant une affinité pour &iorilaire a celle des aptameres peptidiques,
un peptide cyclique dérivé de pF1l a été synthétisgéformément au modéle de I'amarrage de
pF1 sur EcFur. Nous avons montré que ce peptidglestactif que son homologue linéaire. Les
peptides cycliques étant moins sensibles a la piya@ que les peptides linéaires, les tests de
leurs activitésn vivo pourraient étre envisagés. La cyclisation des geptest donc une voie

intéressante a suivre pour améliorer I'activité plegtides.

Nous avons souvent rencontré des problemes deilgélatvec les peptides synthétises,
probablement a cause d’une instabilité des pepédesolution et a 'oxydation des groupements

thiolates des cystéines contenues dans les séguddes analyses par spectrométrie de masse
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« Electrospray» et des séquencages ont d’aillenrmé gu’une partie des molécules présentes
dans la solution mere des pFl étaient oxydées, #eformation de ponts disulfures
intermoléculaires. Ces analyses n'ont pas étésfgieur les autres peptides mais on peut
facilement imaginer que c’est le cas car les ayiegtides contiennent aussi des cystéines. lls
pourraient donc former des ponts disulfures intteue intermoléculaires. Le dichroisme
circulaire nous a montré que les peptides ne pagsd@dpas de structure secondaire, mais la
formation d’'un pont disulfure peut apporter uneuduration aux peptides, ou du moins «
rigidifier » en partie leurs squelettes carbonés. dDi pourrait favoriser ou défavoriser leur
interaction avec Fur. Il n'est pas impossible geesoit la forme oxydée de ces peptides qui
interagisse avec Fur. Cela pourrait expliquer laabdité des résultats obtenus pour certains
peptides. Le fait que les résultats obtenus av@cspkent reproductibles suggere que ce peptide
est stable dans la solution de DMSO. L'utilisata® celui-ci pour la solubilisation des peptides
avait été décidé afin d’étre homogene avec lesreqmes sur pF2 (en raison de la solubilité
limitée de pF2 en solution aqueuse). Or, le DMSOuessolvant connu pour ses propriétés
oxydantes et il a pu accentuer les problemes datigus. Il faudra trouver une solution tampon,
compatible avec le test (surtout compatibles ataativité de I'enzyme Hinfl et de la protéine
EcFur), qui solubilise bien tous les peptides.

Des précautions ont été prises pour stocker Ipdes surtout en solution afin d’éviter
au mieux ces problemes d’instabilité. Les peptigi@sétaient conservés a -20° sont désormais
stockés sous argon a -80 C. Il y a donc encoregastcavail a faire pour maitriser I'oxydation et
la solubilisation des peptides. Dans ce test, lit faouvoir activer la protéine EcFur par
métallation sans inhiber I'enzyme Hinfl. En effet exces de métal inhibe cette derniere et
pourrait interférer avec les peptides dont certgieavent lier le métal. Pour cela, il faudra
utiliser un réducteur comme le DTT pour réduiredesntuels ponts disulfures qui pourraient se
former et s’assurer gu’il n’a pas un effet sur tat@ine et I'enzyme. Aprés avoir maitrisé tous
ces aspects, il faut étre trés vigilant aux mesures pipetages de micros volumes et éviter
toutes traces métalliques qui peuvent polluer lgséeences sans oublier les contrbles pour
chaque condition nouvelle. L'utilisation d’eau altpure, de pipettes et cones spécifiques au
métal a permis d'éviter les traces metalliques paurraient exister dans l'eau distillée

conventionnelle et sur les instruments.

Certes, le test de protection a la nucléase gnseiur la capacité des peptides a inhiber
in vitro la liaison de Fur a 'ADN, mais il ne permet pas dé&erminer directement des

constantes de dissociation (Kd), ni de savoir sigeptides interagissent avec le dimére dans sa
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conformation inactive (Apo) ou active (métalléetdolo). Pour répondre a cette question, nous
pouvons utiliser la spectroscopie de fluorescemee puivre celle du tryptophane. C’est ce qui a
déja utilisee pour le peptide pF1l et qui a permismentrer que ce peptide interagit avec la
conformation active d’EcFur avec un Kd d’environ 3@, proche de I'lGo obtenu lors des tests
de protection a la nucléase. Ce résultat est piskams le chapitre I, car il a permis d’affiner
les amarrages du peptide pFl et les résultats mairitenant cohérents avec les résultats
expérimentaux. Le peptide pF2 ne possédant pasypgephane, nous avons synthétisé la
séquence pF2(1-11) Y11W ou le tryptophane a étdit@jen position 11 sur pF2(1-10). Nous
avons montré que cette séquence est le plus adiifu$ les inhibiteurs dans les tests effectués. |l
sera possible de faire la méme modification pour @fth de pouvoir utiliser ce test pour tous les

peptides. Le peptide pF3 contient déja un tryptapha

A ce stade, on ne peut toutefois pas conclure g&kiste pas du tout d’interaction entre
les peptides trouveés inactifs et Fur. En effeseilpeut que certaines interactions, relevées dans
I'étude théorique, soient trop faibles pour étrsibles dans les conditions de nos tests. Le
BlAcore sera précieux dans ce cas pour comparerptédictions des simulations et les
expériences pratiques. Des expériences sont aanait réalisées au laboratoire pour essayer de
caractériser mieux les interactions des peptides &ur par résonance plasmonique de surface
(BlAcore) et la technique du double-hybride enisdiht le géne rapporteluc de la luciférase.
Nous espérons déterminer ainsi les constantessdediation (Kd) des complexes. Il sera alors
intéressant de tester 'ensemble des peptidesdsoautifs en test nucléase pour confirmer les
résultats de ces tests, et voir si les troncat@Emsainent une perte ou une augmentation de
I'affinité des peptides pour Fur. Le test des pstitnolécules prédites par les simulations sera
aussi intéressant pour la suite du projet. Cela i@wine voie vers des applications

thérapeutiques.

Les structures cristallographiques ou RMN des cewrgd EcFur-peptides permettraient
de mieux comprendre ces interactions et de valeterésultats des calculs. Nous avons réalisé
des essais de co-cristallisation des complexesriatries variants de pF1, trouvés actifs dans le
test d’activité. Il serait intéressant d’effectaéautres essais, notamment avec les peptides pF4 et
pF2 qui sont aussi intéressants comme nous l'adénsts précédemment. Ceci sera fait avec

EcFur mais aussi avec des Fur d’autres pathogenes.
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lll. A|] Outils théoriques

lll. A. 1| Introduction

Lorsqu’on s’intéresse a I'étude des mécanismesdiglies en utilisant des techniques
de calcul, la connaissance de la structure desauleks d'intérét est capitale. Ces structures
sont généralement fournies par la cristallograpie rayons X (RX) ou la résonance
Magnétique nucléaire (RMN) et sont disponibles diessbanques de données. La banque
dédiée aux structures des protéines egirtdein data bankPDB) (Bermanet al. 2000).
Aujourd’hui (2011), la PDB compte plus de 75 006tpimes (www.pdb.org)

La RMN et la cristallographie nous donnent certes idéormations sur la structure
des molécules biologiques, mais les coordonnéesigies récupérées donnent une image
statiqgue. Des études sur les systéemes biologiquesmétuel mouvement sont requises pour
compléter les données obtenues de la PDB. Cessetald rendues possibles grace aux
simulations demécanique et de dynamique moléculaire Ces techniques de simulation
permettent d’étudier les propriétés dynamiques teicwirales d’'un systéme au niveau
moléculaire. Elles permettent de "quantifier" deangeurs inaccessibles par I'expérience
comme le déplacement des atomes et de caract@sseateractions entre tous les atomes. Un
autre avantage de ces techniques est de pouvier\arier trés facilement des parametres
physiques difficilement modifiables dans l'expérigntels que la densité, la température, la
pression. Enfin, les simulations permettent deetdst validité d'une approche expérimentale
physique, biologique, biochimique ou de cibler pegametres a l'origine d'un phénomene
particulier.

Lorsque la structure d’'une protéine d’intérét n'esis connue et gu'il existe des
homologues dans la PDB, on a recours atalélisation par homologie Cette méthode

permet de construire des modeéles a partir dedatsiie des protéines homologues.

La formation des complexes entre macromoléculearephénomeéne quasi nécessaire
pour tous les processus biologiques. La connaissdacla forme tridimensionnelle de ces
complexes par la RMN ou la cristallographie est triéle pour une compréhension détaillée

de la formation de ces complexes, mais souverieas@ a mettre en place. On a souvent
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recours a des programmesgufiarrage moléculaireautomatique « docking » qui permettent
de prédire la formation de complexe moléculairaeglection virtuelle des petites molécules

prometteuses dans le développement de nouveauxanéelts

Dans le cadre de cette étude, il s’agit d'étudaméarrage de peptides inhibiteurs de la
protéine Fur dEscherichia coli(EcFur), d’identifier les interactions importantetsde prédire
l'interaction de ces molécules avec d’autres hogués d’EcFur. Comme il a été présenté
dans l'introduction, la protéine EcFur est activesforme dimérique. La protéine dimérique
peut adopter deux formes : la forme « ouverte »,apalogie avec la structure de PerR, non
métallée (Apo-PerR) (Traoet al.2006), est non active, et la forme dite « ferméa $¥Holo)
correspond a la protéine activée par le métal (Bbal.2003). Chague monomere contient un
domaine de liaison a 'ADN (Nter) et un domainedimérisation (Cter) qui correspondent
respectivement aux résidus 1 a 83 Nter (du résiau 83) et Cter (du résidu 84 a 148) chez
coli. La structure cristallographique d’EcFur n’est pamnue dans sa totalité, seule la
structure du domaine de liaison a 'ADN est décfRecqueuet al. 2006). Au laboratoire,
nous disposons également des données RMN sur tain@oApo-EcFur qui donnent la
structure secondaire de la protéine (Pecqeewl. 2006). Ces données nous permettront de
valider les modeles d’EcFur que nous allons comstruLes résultats expérimentaux
antérieurs sur la caractérisation des aptameregdpp@s ainsi que des peptides dérives des
theses de Nadia Abed et de Sylvia Vitale (A2@D5; Vitale 2009) ont constitué une base
solide pour ces simulations qui vont suivre. Désrglretours entre simulations et expériences

biochimiques ont été nécessaires pour guider agauk.

Dans ce chapitre, nous allons décrire les princiessoutils de simulation théorique,
utilisés dans cette these. Nous développerons léthaaologies pratiguées avant la
présentation des résultats d’amarrage et de criblgeels. La derniére partie sera consacrée

a une discussion.

lll. A. 2] La modélisation par homologie (MODELLER)

Comme il a été expliqué dans I'introduction, lorsda structure d’une protéine n’est
pas disponible, il est possible de construire dedeates a partir des structures de protéines de

la méme famille par la modélisation par homolo@ette méthode s’appuie sur I'hypothése
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gue les protéines homologues conservent en génémlstructure proche et une méme
fonction. C’est le cas de la protéine EcFur donmisn@oulions construire des modeles par

homologie a partir des structures de Fur publiées.

Pour établir le degré d’homologie entre deux prmsj on utilise I'alignement de
séquence. On distingue deux types de ressemblame@as confondre : les taux d’identité ou
de similarité qui représentent respectivement lesgamtages d’acides aminés identiques ou
similaires dans leurs séquences. On considere géné&nt qu'un pourcentage de similarité
de 30% suffit pour construire des modeéles correats homologie. Nous avons utilisé le
programme MODELLER (Salet al. 1993) pour construire les modeles utilisées datie ce

these.

MODELLER est un programme libre d'accés trées largemutilisé pour la
construction de modéles par homologie et aussi p@unodélisation comparative de la
structure des protéines. MODELLER est de surcre#t intéressant pour la modélisation de
novo des boucles dans la structure des protéingaicGeété tres utile dans la construction des
modeles des peptides issus des aptameres pepsidigeeprogramme fonctionne sur un
processus automatique de modélisation par homolBgi¢ant d’'un alignement de séquences,
le programme construit dix modeles (par défaut)aderotéine d’intérét a partir de la (et/ou
des) séquence (s) de structure(s) spécifiée(s). mmdeles construits sont raffinés par
minimisation d'énergie de maniére a respecter degaintes spatiales issues de la structure
de référence, préalablement stockées dans le pnoggaFinalement, les modéles sont classés
suivant une fonction de pénalité appelée « objedtmction value » permettant de choisir la
meilleure conformation. A défaut d’autres infornoas structurales concernant la protéine a

modéliser, la conformation ayant la fonction de fia plus petite est conservée.

. A. 3| La mécanigue moléculaire

La mécanigue moléculaire correspond a l'utilisatilenla mécanique classique pour
modéliser et raffiner les structures obtenues jifiradtion des rayons X et RMN. L'idée
directrice est de décrire les interactions intraoolaires par des termes d’énergie empruntés
a la mécanique classique. Les interactions sont lisédé empiriquement a l'aide d'une

fonction énergétique reproduisant au mieux les desie&péerimentales telles que des spectres
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vibrationnels, ou encore des grandeurs calcukesinitio obtenus par la mécanique
guantique. Cette fonction énergétique doit étrepimrapide et suffisamment précise pour
simuler de facon acceptable les propriétés stralgsir et thermodynamiques des
macromolécules. Les coordonnées des atomes sonffiéeedidans le but d’obtenir la
conformation de la molécule d’énergie minimale,respondant en théorie a la structure la

plus stable.

NB : Contrairement a la mécanique quantique, les élestme sont pas traités
explicitement. Contrairement a la mécanique quaatiqun n'a pas de rupture des liaisons
covalentes en mécanique moléculaire. De ce féit,nel permet pas I'étude de la formation ou
de la rupture de liaisons covalentes entre les egpmi, bien sir, d'obtenir des informations

sur des transferts d'électrons entre des atomdeétats électroniques excités des atomes.
[ll. A. 3. a] Principes

En mécanique moléculaire, on considére une strictoléculaire comme étant
composée de sphéres chargées (représentant legsatoaliées par des ressorts (qui
représentent les liaisons). L'énergie du systened@srite par une fonction analytique qui
dépend des coordonnées atomiques et des intemacitidaratomiques. Cette fonction
représente I'énergie potentielle (Ep) du systemetteCderniere est décomposée en une
somme de termes internes (longueur de liaisondesuig liaisons, angles diedres et diédres
impropres) - qui permettent de maintenir la géomémvalente de la molécule - et de termes
externes (interactions de Van der Waals, électiigsis et liaisons hydrogene), présentant les

interactions entre atomes non liés.

Pour trouver la géométrie optimale d’'un ensemblgaihes, il faut minimiser la
fonction énergétique. Par principe, I'énergie mialencorrespond a la structure la plus stable.
La forme analytique de I'énergie potentielle efele de paramétres nécessaires aux calculs

constituent le « champ de forces ».
[ll. A. 3. b| Champs de force

Le champ de forces est la base des techniquesmigations moléculaires. Il permet
de quantifier les interactions interatomiques efrmibléculaires du systeme aussi précisément

gue possible. Il permet d’établir par le choix fmsctions énergétiques et des parameétres un
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modéle mathématique, qui représente bien les i@rgatde I'énergie potentielle avec la
géomeétrie moléculaire. Les parametres permettachbbeler les différents termes d’énergie
sont deduits d’études détaillées sur des systeimgdes et transférés a des molécules plus
grosses. Il est possible également d’introduire eses de contraintes, de position, de

géomeétrie, pour rendre compte des conditions exydriales connues.

Il existe plusieurs types de champs de forcesoantion du type de molécules. Les
principaux champs de forces classiques utilisés [gosimulation des protéines et des acides
nucléiques sont ceux de CHARMM (Brooétsal.1983), AMBER (Weineet al.1981), etc...

Dans cette thése, nous avons utilisé le programi®@RBIM pour les simulations de
mécanique et dynamique moléculaire. Une descript@s fonctions utilisées est donnée ci-

dessous.
lll. A. 3. ¢c| CHARMM

CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Meches)i est un programme
de simulation moléculaire polyvalent, développé pdétude des molécules d'intérét
biologique (Brookset al.2009). Le programme permet de lire et construikesdaictures, de
minimiser leur énergie, d'effectuer des simulatiales dynamique moléculaire en solution,
dans les cristaux, ou dans les environnements nagraipes. Ce programme permet aussi
d’analyser les structures générées et de détert@sqropriétés dynamiques et énergétiques

des systemes étudiés.

La fonction énergetiqueEf) du champ de force CHARMMS32b2 comprend des

termes internes et externes auxquels il est pesgigjouter des contraintes.

I| Les termes internes

Les termes internes représentent les interactiotne atomes liés, c'est-a-dire séparés
par au plus trois liaisons. Chacun de ces termegsime sous la forme d’'une fonction qui
rend compte du colt énergétique lié a la déformatidre par I'édifice covalent du fait des
divers modes de vibration et de rotation des ator@essont les termes d'élongation des

liaisons covalentes entre deux atomes (stretchdegiléformation des angles de valence entre
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trois atomes (bending), de torsion des angles eedormés par quatre atomes liés

consécutivement (appelés diédres propres) et dgesaformés par 4 atomes qui ne sont pas
linéairement liés (diedres impropre) (Figure lll.Ohacun de ces termes possede une ou
plusieurs positions d'équilibre préférentiel (sheddiné (s) par des calculs quantiques ou des

mesures expérimentales.

Figure Ill.1: Représentation des termes liés en ménique moléculaire.A gauche : la liaison covalente
(bleu), 'angle de valenc@(vert) et angle de torsioge(rouge). A droite : angle de diédre improgéviolet)

Les diedres impropres maintiennent une certaingodison spatiale d'un groupe de
guatre atomes qui ne se suivent pas séquentiellei@&st le cas par exemple de la liaison
peptidigue et des cycles aromatiques dont la pluest assurée par un angle impropre.

H

Copm Crmm N == gy,
Ces diedres impropres empéchent également lessiamsr de configuration des

centres énantiomeériques tels que les carbardes acides aminés (a I'exception de la glycine)

gui sont tous en configuration absolue L.

La fonction permettant de calculer les termes Fgigedes termes interneEifernes
est représentée ci-dessous:

Eimternes = ). kr(r=10)'+ ) kg(0-60)"+ ) ke{ltcos(n®—8)}+ > ky(w-wp)

lizizons angles digdreas impropres

L'ensemble des termes liés, a I'exception des gedudorsion, est traité de maniére
harmonique our — ro, - &, et w— ap sont les déviations respectives des longueurs de
liaison, des angles de valence et des diédres imgwopar rapport a leur position d'équilibre
respectivero, Gy et &. Les facteurs, kg et k,sont les constantes de force associées aux

interactions. La variation des angles diédres m®m@mst modélisée par les premiers termes
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d'une série de Fourier au est la périodicité ed I'angle de phase du diedg k, est la

constante de force du diedre.
li| Les termes externes

Les termes externes ou non liés concernent lesest@@parés par plus de 4 liaisons
covalentes. Ces termes comprennent les liaisonsoggdes KEyp), les interactions

électrostatiqued|) et de van der Waal&(4v).

Les interactions de van der Waals sont représegtées a une fonction de Lennard-

Jones (dit potentiel 6-12, & cause des puissandesvdeabler) :

A;; By
Epaw = Z jE - e

Les paramétre8;; et B; sont des constantes de van der Waals dépendalasidture
des atomes i et j et sont évalués a partir de igalatité atomique. lls correspondent a la

profondeur du puits de la fonction de la courbangeade la Figure 1l11.2 ci-dessous.

L’énergie de van der Waals est composée d’'un texttnactif et d’'un terme répulsif,
illustrés respectivement, par des pointillés (eri)w des tirets (en bleu) sur la Figure IIl.2.

Le terme attractif connu historiquement sous le rbgnergie de dispersion de London
1

(interaction dip6le induit dipble induit) varie en’s. Il rend compte de la dispersion de
London: deux atomes sont soumis a des interactatbractives, indépendamment de

I'électrostatique, dues aux mouvements des électotour des noyaux qui créent des dipdles
1

instantanés. Le terme répulsif varie’&n et répond au principe d'exclusion de Pauli : deux
nuages électroniques ne peuvent pas s'interpéwairedeux électrons ne peuvent pas occuper

le méme état quantique.
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4l

Energie
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|
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dmin U

Figure Il.2: Représentation de d’énergie de van der Waals enrfotion de la distance r(en orange):
[somme des termes répulsif (en bleu) et attraetifert)].

Pour diminuer le temps de calcul, I'énergie esgpeesivement amenée a zéro (noir) par la fonctivirt€H
dans l'intervalle g.< r <ro%. Pour r > g, les interactions ne sont pas calculées.

Les interactions électrostatiques sont calculéesstila loi de Coulomb:

QEQJ

E, = _—
4msgE, Ty

B
paire=(ij)

Avec g; et g, les charges partielles des atomes i et j calsub@e des méthodes de
mecanique quantique;j, est la distance séparant les atomes i&tl§ constante diélectrique
du vide etg la constante diélectrique relative. La valeur a@érmittivité relative peut étre
utilisée pour simuler les effets du solvant autdarla molécule lorsque celui-ci n’est pas

introduit explicitement.

Le calcul des termes externes est extrémementwoatetemps de calcul lorsque I'on
prend en compte toutes les paires d’atomes (I,§%5t possible de définir une distance (rayon
lott) limite, appelé aussi « cut-off » au-dela de ldguées termes externes ne sont pas
calculés. Cette coupure brutale du traitement degdctions peut induire des artefacts de
simulation et des instabilités énergétiques. CHARMIpose des fonctions SHIFT et
SWITCH qui permettent de remédier a ce phénomeéeneareanant progressivement le

potentiel a 0. L’exemple de la fonction SWITCH eshdé a la Figure 1.2 (en noir).

Les liaisons hydrogenes ne sont pas explicitemes¢pen compte par des fonctions

energétiques dans les nouvelles versions de champfocces de CHARMM. La
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paramétrisation adaptée des potentiels de van defs/ét électrostatiques permet de prendre
en compte la contribution des liaisons hydrogeraass savoir a ajouter un terme explicite
(Enp). L'énergie des liaisons hydrogene est calculéspment comme la somme des

interactions de van der Waals et électrostatiques.

iii| Les termes de contraintes

Lors d'une simulation moléculaire, il peut étre eexaire de maintenir des
informations structurales connues (cristallogra@ideou RMN) ou supposées (modélisation
par homologie). Il est possible de fixer ou d'imposles contraintes sur 'ensemble ou une
partie des coordonnées initiales des atomes (&x atomes des chaines latérales dans le cas
des protéines). CHARMM dispose de potentiels deraorie harmoniques qui autorisent une
certaine mobilité et donc une certaine flexibilité.

Les termes de contraintes harmoniques courammiéisésitdans CHARMM sont :

- Les contraintes harmoniques de positions atomiques
E.,= Z'E'-L (T_{ _ﬁo)z

Avec K; constante dépendante de la masse de I'atomela, nouvelle position de
'atome i etrj,, Sa position initiale.

Les contraintes harmoniques appliquées a la posiies atomes permettent de
maintenir une conformation particuliere pour unesnkle donné d’atomes en évitant de
grands déplacements mais en permettant tout de n@melaxation de la structure, par
exemple, on peut maintenir le squelette de la pretét relaxer les chaines latérales.

- Les contraintes harmoniques de distances intergt@gife«)

Eeqg = Z'E'-':'j (rij — Tijo )=

Avec Kj, constante de force;; distance entre les atomes i et jrgs, distance
d’équilibre.

- Les contraintes d’angle de valence et d’anglesre&gl (E-< )
Bew = ) K (@ — 20

Avec @ et ¢go, angles diédres calculés et initiaux respectivemees contraintes

appliguées aux angles diedres permettent le maidtise conformation locale.
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Le processus d’optimisation de la géométrie d'uneléoule passe par une

minimisation de la fonction énergétique en utilidasttermes précédemment détaillés.

[ll. A. 3. d| La solvatation dans les simulations

Dans leur environnement, les molécules biologiquesagissent en permanence avec
les molécules du solvant. Il est donc indispensdbélprendre en compte ces interactions dans
les modéles de simulation. Deux méthodes de solwataont utilisées dans les simulations
pour prendre en compte I'effet du solvant stdvatation explicite ou les atomes du solvant
sont représentés et Isolvatation implicite. Dans cette derniere méthode, des termes
energétiques permettent de prendre en comptetldffesolvant sans ajouter les atomes du
solvant.

La méthode expliciteconsiste a définir une boite virtuelle autour aenlolécule dans
laquelle on dispose des molécules d’eau. Il edeégant possible d’ajouter des ions positifs
ou neégatifs afin d'assurer la neutralité du systeRleisieurs modeéles differents ont été
proposés pour décrire les molécules d’eau, quifBaehcient par le nombre de points utilisés
pour définir la molécule, suivant la maniere dontvent traiter le solvant (si on considére la
structure flexible ou rigide, ou encore si on vieature des effets de polarisation). Le modéle
TIP3P (Jorgenseat al. 1983) utilisé dans CHARMM, modélise de facon simgiesfficace
les molécules d’eau.

La méthode implicite utilise une approximation de I'équation de PoisBoitzmann :
le modéle de Born. L’équation de Poisson-Boltzmdéarit I'environnement électrostatique
d’un soluté dans un solvant. Mais résoudre cettat®n numeriquement prend énormément
de temps de calcul. L'approximation de Born perraatrajoutant un terme supplémentaire a
la fonction d’énergie potentielle, de traiter I&&ts du solvant de maniére implicite.

La méthode « Effective Energy Function 1» (EEFLpz@ridis et al. 1999)
implémentée dans le champ de force CHARMM a étaségi dans les processus de
simulation de cette étude. Cette méthode de stlvatasuppose que I'énergie libre de
solvatation de chaque groupe dans la protéinegedé & I'énergie libre de solvatation de ce
groupe dans un petit composé modele moins I'énelgisolvatation perdue par exclusion de

solvant des autres atomes de la macromolécule adgdur, représentée ci-dessous.

ﬂ.Gf::’ _ .ﬂG;.E‘f _ZJ; Z ),
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La méthode EEF1 prend 2 fois plus de temps qusidadations équivalentes dans le

vide. Mais, elle est beaucoup plus rapide que Ehates de solvatation explicite.

lll. A. 3. e]| Méthodes de minimisation d’énergie

La minimisation d’énergie est I'une des étapes dlén protocole de simulation
moléculaire. Elle est couramment utilisée en a#tece avec la dynamique moléculaire pour
'optimisation de la géométrie. Elle permet d’exglol’'espace conformationnel, d’éliminer
les mauvais contacts interatomiques afin d’obtémirconformation la plus stable d’une
macromolécule (Figure I11.3). Par hypothése, cetteformation correspond généralement au
minimum global. Généralement, les méthodes de minimisgiemettent d’approcher le
minimumlocal le plus proche de la structure de dépaduie 111.3). Comme une molécule
peut avoir plusieursiinimalocaux et il est tres difficile de trouverngnimumglobal.

Nous allons décrire la méthode de la plus grandéepBteepest Descenti SD) et la
méthode ABNR Adopted Basis Newton-Raph3outilisées au cours des simulations de cette

these.

Energie Stmcture z}vant n}11}1m1sat1on
4 qui C(ydult au minimum local

Minima locaux
Minimum global

Espace conformationnel

Figure 111.3: Courbe d’énergie d'un espace conformaionnel a une dimension

La méthode SD modifie la position des atomes ermigant la fonction énergétique
selon la dérivée premiere de I'énergie (ou gradliebtest une méthode rapide et efficace
lorsque la pente de la fonction est forte. Elle tes$ efficace lorsqu’on se trouve loin du
minimum et permet de supprimer les mauvais conttétsques et d’acceder rapidement au

minimum local le plus proche de la conformation d#part. Toutefois, elle présente un
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comportement oscillatoire autour de ce minimumlletae converge que trés lentement. Elle
n’est donc pas efficace pour le raffinement authupuits de potentiel, particulierement pour
les macromolécules. Pour contourner cet obstacfaibappel aux méthodes dites de dérivée
seconde, comme la méthodBNR,particulierement bien adaptée pour les gros systédeaie

gue les protéines.

La méthodeABNRutilise I'algorithme de Newton-Raphson qui convergpidement
au tour du minimum. De plus, cette méthode néaebsi@ucoup d’espace disque pour stocker
les données et aussi un temps de calcul plus @etje méthode combine les avantages des
meéthodes du premier ordre (ici la SD) avec l'altjonie de Newton-Raphson, c’est-a-dire

gu’elle s’appuie sur I'optimisation de la méthod® |gour affiner la géomeétrie.

Ces méthodes de minimisation décrites ci-dessungitamt de simples réajustements
des coordonnées initiales des atomes afin d’apprdelminimumlocal le plus proche de la
conformation initiale (optimisation locale). En reche, elles ne permettent pas de franchir
les barrieres énergétiques (les sommets de la €pprbsentes dans un systeme moléculaire
(Figure 111.3).

Il existe d’autres méthodes permettant de frandbd barrieres énergétiques et
d’obtenir des mouvements plus importants au seidadeolécule : la méthode du recuit
simulé « simulated annealing » (SA) (Goods¢lal.1990) ; les méthodes Monté-Carlo (MC),
les méthodes utilisant les algorithmes génétiq@s) (et la dynamique moléculaire (DM).
Dans la suite, nous allons décrire la dynamiqueémddhire utilisée pour obtenir des

changements conformationnels importants dans legauiels.

lll. A. 4]  La dynamique moléculaire

La mécanique et la dynamique moléculaire décritepartagent le méme champ de
force CHARMM. La mécanique moléculaire permet ddolit des informations a partir d'une
géométrie unique de la molécule. A linverse, lanaiyique moléculaire produit une
succession de conformations qui décrit I'évolutten la position des atomes au cours du

temps (leur trajectoire). Les variations des posgiatomiques résultent des diverses forces
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auxquelles les atomes sont soumis au cours du te@msa accés a une représentation
dynamique des molécules ou les atomes sont entpelp@ouvement. Ces mouvements
peuvent étre locaux et rapides, ou collectifs eispents, impliquant ainsi des groupes
d'atomes voire des domaines entiers de la moléCeale mouvements peuvent étre concertés
et essentiels a la fonction des molécules biologiquks créent donc un ensemble de

conformations possibles pour la molécule donnéesgtempérature donneée.
lll. A. 4. a] Principes

Le principe de la dynamique moléculaire est basélasweésolution de I'équation
fondamentale de Newton. Comme en meécanique molégula macromolécule est définie
par la position dans l'espace de chacun de seesat@haque atome est considéré comme une
masse ponctuelle de coordonnées r, au temps ingidnt tHt, un atome i donné se trouvera
a une nouvelle position.& du fait des différentes forces qui s'exercentlsyrliées a la
présence des autres atomes environnants. Le Batdymamique moléculaire est de calculer
la position de l'atome a cet instandti+Les équations employées permettent d'établir les
relations entre ces deux instants t dit.t4Ainsi, dans un intervalle de temps suffisamment
court ou les forces ne varient pas, on peut exprimemouvement des atomes grace a

I'équation fondamentale de la dynamique (Secondieldlewton) :

ZFEJ- = m;a;

Ou Fj sont les forces exercées par les atofesir I'atomei de massem et
d'accélératiom au temps tFj; eta peuvent étre facilement évaluées a partir des doomees

atomiques :

ﬂjo"i
a;(t) = giz

Fuj ()= — Up (ri,1)

Avec [(t) la position instantanée de l'atome i(I8tUp le gradient de I'énergie
potentielleE, (Uy). Connaissant l'accélération, on peut calculertiesge d'un atome a I'étape
suivante, au temps &: A partir des positions, vitesses et accélératiatomiques a tout
moment au cours du temps, on détermine les positMmtesses et accélérations a I'étape
suivante. Ainsi l'intégration selon des pas inésitnaux conduit a la variation de I'énergie

potentielle au cours du temps, ce qui donne ladtajre du systeme.
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Dans les simulations de dynamique effectuées datte these, la dynamique de
Langevin a été utilisée. Cette dynamique utiliéguation de Langevin qui permet de coupler
le mouvement des atomes a un bain thermostatiguéinmEusion de termes stochastiques
dans I'équation de Newton de la dynamique clasgdgterministe) :

myi vl = —{rup (r. ) —myl vl v (0 + B ()

Cette équation contient en plus de la dynamiquetor@anne un terme de friction
dissipatif m:v:1:(f), et une force aléatoir®:(t). L'effet des molécules de solvant sur le
mouvement des atomes de soluté est donc pris eptegpar les forces de frictiong £
m;Y;v:(t), qui s'opposent au mouvement de l'atane¢ par la force stochastiqfe(td, due

aux collisions associées aux mouvements browniesadrticules environnantes.

lll. A. 4. b| Les algorithmes d’intégration

La résolution analytique de I'équation du mouvemesit complexe. Les positions
atomiques sont calculées a des intervalles de teimprets par des algorithmes d’intégration,
egalement nommés propagateurs, tels que celui det\(¥erlet 1967) ou encore celui du
saut du mouton « Leapfrog » (Hocknetyal. 1981).

C. 2. b. i| L’algorithme de Verlet
Il repose sur le triplet {it), ri(t — At), a(t)]. En faisant un développement de Taylor

d’ordre 3 des positiongt), on a

1F(t), ., 1dr, _1
. / —= 1t (VAL L+ — —e—— AT M ALY
rift + A = r(t) +vilt) At + 5= S(AL + goa(AY° + O(AY)

De maniére similaire,

(t—At) = ri(t) —vi(t)Af + (A1) — ———(A)” + O(AL)
n(t =AY = ri(t) ~vi(AL+ 5 DAY - 25 (AN! + O(AY

En sommant ces 2 équations, on obtient I'expresk@ropagation des positions :

B0 (A + oAt

m; :

l‘,‘_(f + Af) + I'; (_f = Af) = 21‘,‘_(?} +

Le calcul des nouvelles positions est donc effeciwsc une précision de l'ordre de

(At)*. Les vitesses sont quant & elles déterminées:ainsi

- 148 -



Chapitre 111 A| Qutils théoriques

r;(t+ At) —r;(t — At)
2At

vi(t) = + O(At)?

Cette méthode de calcul des vitesses introduitaggsoximations dommageables a
I'évaluation de I'énergie cinétique. Il est impottale noter que l'algorithme de Verlet est
réversible dans le temps. Il est dit symétriquectaséquence de cette propriété est que, si a
un instantt de la simulation on inverse le temps, la trajeetoevient sur ses pas, mais les

erreurs d'arrondis de la simulation font que lecpssus n'est pas totalement réversible.

C. 2. b. ii| L’algorithme du saut du mouton
Les vitesses sont calculées pour des intervalleemes semi-entiers et les positions

sont obtenues dans les intervalles de temps enGetsalgorithme utilise le triplet;(t), vi(t —
At At
At/2), a(t)]. Si on définit les vitesses pour les temﬂsz et 2 :

Vi (t+ E) _ri(t+ At) —1i(t)

2 At
Vi (t 2 ) - At

On obtient alors immédiatement
r;(t + At) = r;(t) +v; (t 4+ %) At

FAY 7
1'?'('{' — .ﬁf) = l‘i{f} — Wi (f—}— Al)) At

L'algorithme du leapfrog est identigue a celui derlst quant au calcul des
trajectoires. Les vitesses aux temps demi-entiaggaraissent que comme des intermédiaires
de calcul. En revanche, les deux algorithmes differpour évaluer des grandeurs
thermodynamiques. Ainsi, tandis que la moyenne'd@eelgie potentielle peut étre calculée
aux temps entiers (grace auft)), celle de I'énergie cinétigue I'est aux terdemi-entiers (en
faisant intervenir les vitesse@igure 111.4).

En pratique, les valeurs calculées et gardées emoire sont, pour tous les atomes du
systeme, les positiong(ty et accélérations;(@® instantanées et les vitesses au demi-temps
d'intégration précédent {t — &/2). L'équation des vitesses est d'abord incréreesdét pour

obtenir vi (t +0/2). Ensuite, on évalue les vitesses instantanéestdmes :
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Positions r(t) r(+Ar)

v(t+3A1/2)

1
Vitesses  v(#-At/2) i V(t+A12)

Forces F(r "--i\.r')

®

.h
;
=
=
]

Temps -At/2 AL H3A2

Figure 11l.4: Schéma de principe de I'algorithme duleapfrog.

[ll. A. 4. c| Durée du pas de temps

Les équations du mouvement sont résolues numérguieat propagées grace a des
algorithmes relativement rapides a mettre en celNéanmoins, ils imposent une restriction
sévere sur la longueur du pas dintégration. Un desempsAt trop grand introduit des
erreurs significatives dans I'évaluation de I'éreegg peut faire diverger la simulation. Il faut
tenir compte des fréquences de vibrations lesnalpisles. Dans les molécules organiques, les
liaisons qui vibrent le plus rapidement sont lagsbns C—-H (avec une période de vibration de
l'ordre de 10 fs). La valeur maximale du pas dignéionAt doit étre approximativement le
dixieme de cette période, soit 1 fs. L'algorithBleake (Ryckaertet al. 1977) utilisé dans
CHARMM permet de réduire les variations des longsele liaison dans la limite d’un seuil
de tolérance choisi. Il permet d’augmenter l'inwly de tempsét = 2fs) en éliminant les
oscillations les plus rapides associées aux ligismimiques du type X—H/X (X étant les
atomes N, O, et S dans les protéines). On peut gimérer des simulations plus longues sans
avoir a accroitre le temps de calcul.

[ll. A. 4. d| Conditions initiales

Pour initier la simulation d'un systéme, l'algorithnd'intégration a besoin des
coordonnées (X, Y, z) et les vitessas (, V) de tous les atomes au tentpd.a position des
atomes est fournie par I'expérience (structure RMNcristallographique) ou déduite des

expériencesin silico (construction de modeéles par homologie). Une wiesstiale est
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nécessaire pour débuter la simulation et corresgond apport énergétique. Cette énergie
dépend elle-méme de la température de simulatigiréde qui est la seule information
concernant les vitesses initiales. Plus la tempézast élevée, plus il y aura de changements
conformationnels du systéme. Une vitesse initiateadiribuée aléatoirement a tous les atomes
du systeme de masge, selon une distribution de Maxwell-Boltzmann céatrsur la

température T et donnée par la densité de proteabils) :

m; m;v?
TNV =\ gy P (_ 2!:];']“)

Cette distribution des vitesses initiales n'estgapslibrée. Une période d'équilibration

est nécessaire afin de stabiliser la simulatiod'é@titer des zones « chaudes » ou « froides »
dans le systeme. La stabilisation est habituellenwtenue en élevant lentement la
température, placée initialement au zéro absoleneamenant progressivement le systéme

vers I'équilibre.
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lll. A. 5] L’'amarragemoléculaire

[ll. A. 5. a| Introduction

L’amarrage moléculaire automatique ou « dockingeutpétre défini comme la
prédiction de la formation d’'un complexe réceptiigaind, ou le récepteur est une protéine ou
oligomere et le ligand considéré comme une petitdéonle (peut-étre aussi une autre
protéine). Le principe repose sur I'hypothese qeg ligands formant des interactions
favorables avec le récepteur sont ceux présentaat affinité élevée. Aujourd’hui le
« docking » est un outil indispensable dans lagadie moderne de molécules thérapeutiques
ou il peut aider a la découverte et I'optimisatdmmolécules prototypes « lead » a travers le
criblage virtuel « Virtual Screening » (Kitchehal.2004; Simmonet al.2010).

Il existe différents algorithmes de « docking ».sleriteres de choix sont le plus
souvent le nombre de molécules a tester et lagioéicsouhaitée, criteres qui ont un impact
sur le temps de calcul et la disposition des moyeressaires. Les méthodes de « docking »
les plus rapides sont les méthodes dites de «nigekrigide, ou le récepteur et le ligand sont
figées, historiquement les premiéres concues (Kettal. 1982) (Levinthalet al. 1975)
(Salemme 1976) (Wodaket al. 1978). Aujourd’hui avec I'augmentation des puissande
calculs, les méthodes de « docking » dites «sesridles» et méme « flexibles », ou les
partenaires d’interaction sont partiellement défablas, se sont imposées, car elles
permettent d’obtenir des résultats plus précis, en@tans des approches colteuses de
« criblage virtuel haut débit ».

Les processus de « docking » comprennent génénaletaex étapes essentielles : une

étape, dite @gxploration et une autre dite desgoring».

lll. A 5. a. i| L'étape déxploration

Cette étape permet aux ligands d’explorer toutescfigurations accessibles dans
une zone ou un site du récepteur afin de trouvemddlleur candidat, sous-entendu le
complexe ayant I'énergie libre de liaison la pluasse. Le ligand adopte plusieurs
conformations possibles au cours de cette exptoragt les programmes generent plusieurs
positions et conformations possibles du ligand dangcepteur. Plusieurs conformations du
ligand dans le site d’interaction résultent du pssus de « docking » (poses). Ces poses
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correspondent a des conformations favorables qgligaled peut adopter dans un site d’action.

Trois approches pour I'exploration du ligand samiramment utilisées.

»  Larecherche systématique

Ces méthodes exploitent tous les degrés de lidedeangles de torsion du ligand sous
certains criteres de contraintes (permettant détdim’exploration si la conformation du
ligand ne remplit pas certaines conditions). Damgremier temps, la molécule est découpée
en parties rigides et en liaisons flexibles. Lediesirigides sont positionnées en premier et le
ligand est reconstruit progressivement, explorantrdes conformations lors de la mise en
place des liaisons flexibles. Parmi les logicielsdtionnant sur ce principe, figure Glide qui a

été utilisé aussi dans cette these.

»  Larecherche stochastique

Le ligand est considéré dans son entier. Les moertsde rotations, de translations
et les variations des angles de torsion se fohiagard. Cette recherche aléatoire peut se faire
par des approches de type Monte Carlo ou algorghgémétiques. L’algorithme de Monte
Carlo permet de contrbler cette exploration aléatayrace au critere de Métropolis.
AutoDock fut le premier a utiliser cet algorithmméme si ce programme offre d’autres
approches stochastiques jugées plus performartgsifame génétique, algorithme hybride
Lamarckien). Les algorithmes génétiques générentpapeilation de conformations et de
positions du ligand au hasard, qui évolue selon @e&mnements génétiques (mutations,
crossing-over) régis par un taux de probabilitéret pression de sélection fixés. Un taux de
survie définit le nombre d’individus passant d’'ugénération a l'autre. Le nombre de
générations maximum est fixé, mais un critére devegence peut arréter I'algorithme avant.

Nous détaillerons tres largement ces algorithmesapsuite.
»  Larecherche déterministe
La dynamique moléculaire et la minimisation d’énergpnt utilisées pour trouver des

conformations d’énergie la plus basse possible.coesormations futures des molécules sont

guidées en fonction des conformations antérieures.

- 153 -



Chapitre 111 A| Qutils théoriques

lll. A5. a. ii| L’étape de scoring»

Cette étape permet d’évaluer les conformations @lmptexe rencontrées lors de
I'étape d’exploration pour ne retenir que les negites. Cette évaluation repose généralement
sur une fonction énergétique qui doit étre la péadiste possible en tenant compte de toutes
les interactions et reproduire les résultats olesergxpérimentalement. La fonction de
« scoring » qui permet de classer les modéles de complestdhasée généralement sur
I'évaluation des contributions entropiques et elpilqaes a la stabilité du complexe et dépend
du logiciel utilisé. Les méthodes de « scoringesnpettent d’évaluer I'énergie de liaison du
complexe formé et de donner une valeur énergéagueposes obtenues lors de la phase de
« docking ». Ces valeurs permettront de retenirmeilleure pose parmi toutes celles

proposées.

Plusieurs programmes ont été testés au début detlbese afin de trouver le meilleur
logiciel adapté au cas particulier de cette étotbst-a-dire prédire 'amarrage d’inhibiteurs
« peptidiques »sur la protéine EcFur dont le site d’action n'esis connu. Il s’agit du
« docking » en aveugle ou «blind docking » (pediamarrage de molécules sur une
protéine sans une connaissance préalable du sittiafi du ligand) (Hetenyet al. 2006;
lorgaet al.2006). Ces programmes sont :

* 3D-dock (Moontet al, 2001) version 2 et FTDOCK.
* MULTIDOCK v1.0 (Jacksoret al.1998).

« DOCK v4.0 (Ewinget al.2001).

* Le module FlexX de SYBYL (Keser@001).

* GOLD (Verdonket al.2003).

* GLIDE (Friesneret al.2004; Friesneet al.2006).

* AutoDock4 (Hueyet al.2007; Morriset al.2009).

Les trois premiers logiciels cités utilisent une ragpe d’exploration du partenaire
moléculaire basée sur la complémentarité stériGette approche est utile lorsqu’il s’agit de
prédire I'interaction entre deux protéines. Lestopuderniers logiciels utilisent une approche
plus précise basée sur les interactions chimiqueseanent en compte I'effet du solvant, la
flexibilité du ligand et souvent de la protéine.
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Dans cette étude, nous avons finalement choisi Patk4 pour prédire 'amarrage
des peptides anti-Fur et partant des résultatsnobtales études de criblages virtuels ont été
entreprises avec GLIDE et GOLD pour cribler virteelent des petites molécules,

sélectionnées dans la base de données « ZINC i @tval.2005).

lll. A. 5. b| Amarrage avec AutoDock

AutoDock est un programme d’amarrage automatiqueigdads flexibles sur des
récepteurs. Il combine une méthode d’évaluatiofiésergie a partir de grilles de potentiels
avec différentes méthodes d’exploration allant dedlynamique moléculaire (méthode
Métropolis : recuit simulé Monte Carlo - RSMC) aalgorithmes génétiques. AutoDock est

sous licence gratuite, disponible sur le bitg://autodock.scripps.edu/

AutoDock fait partie, avec GOLD et Glide, des lagis couramment utilisés pour les
études de « docking ». Plusieurs études ont déembetficacité d’AutoDock dans I'amarrage
en aveugle (Morriet al. 2009) (Hueyet al. 2007) (Hetenyiet al. 2006). Nous avons choisi
d’utiliser AutoDock pour la prédiction de 'amaregles peptides anti-Fur sur la protéine
Fur, car il permet une plus grande flexibilité dyahd pour explorer la protéine, comparé a
GOLD et Glide. Ce qui s’est avéré tres intéressamt ces peptides contenant 13 acides

aminés ont un nombre important d’angles de torgiéonhantillonner.

[ll. A. 5. b. i| Modélisation du potentiel énerggte

Pour calculer I'énergie libre du complexe ligandejgteur, AutoDock4.2 utilise un
champ de force basé sur I'énergie libre calculétaden semi-empirique. Ce champ de force
a éeté paramétré en utilisant un grand nombre delexes proteine-inhibiteur pour lesquels
les structures et les constantes d’inhibition smrinues (Morriset al. 2009). Il évalue la
liaison protéine-ligand en deux étapes (Figurd)li.le champ de force permet d’évaluer les
energies intramoléculaires protéine/ligand lordad&ransition de I'état libre a I'état lié, puis

estime les énergies intermoléculaires combinaligdad et la protéine dans I'état lié.
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Figure 11.5: Les étapes d'évaluation de la liaison protéine-ligad par AutoDock4.2 (Morris et al.2009)

L’équation décrivant I'énergie libre de liaison digand a la protéine, inclut six
évaluations d’énergies par paires (V) auxquellesa@ute une estimation de la perte
d’entropie lors de la liaison du ligand au réceptélgnergie libre est décrite de la maniére
suivante :

AG = (Vlie"W(L— L)y - VY [(nonlie)WL — L))+ (V/Iie\P-P) -

L V1 [(nonli&)"(P— P)) + (V/Iie"(P—L) - Vy(non lie) (P - L)+ [AS] jconf)

Les lettres L et P réferent respectivement au tgetrau récepteur (protéine).

Le termezons est un terme qui traduit 'augmentation d’énergiesgistéme due a la
restriction des angles diedres libres « rotors sigand et a la restriction des rotations et
translations du ligand lors de la complexationeaepteur. Cette perte de degrés de liberté est
une perte d’entropie du ligand lorsqu’il se lierégepteur, prise en compte dans la fonction
d’énergie. Elle est proportionnelle au nombre distins spdans le ligand.

Chaque fonction V peut étre décomposée comme suit

A; By ¢, D, 94 ; \ ; (-7 /207
V= W\‘d\i‘ E[ ]lg - 1,_(; } + thond E E([)( Ilé - ;1(4: ) + We.l'ec 2 E‘(f )Jr” + Wsm’ Z(Sivj + ‘Sjvik ’
ij\"i ij ij ij ij ij ij /i ij

Les trois premiers termes sont des termes classideanécanique moléculaire déja
détaillés; il s’agit respectivement des énergispelision / répulsion des atomes, des liaisons
hydrogene et des interactions électrostatiquesijtslgrécédemment auxquels on rajoute un
autre terme lié a I'entropie de solvatation quirttdes variations d’énergie du systéme lors de
la désolvatation du ligand au moment de la compiexau récepteur. C’est une modélisation
partielle de ce que I'on appelle « I'effet hydropbob dd aux variations de I'entropie du

solvant aux interfaces solvant — soluté.
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Les liaisons hydrogenes sont modélisées par umiieltedirectionnel de Lennard-
Jones (12-10). Ce potentiel est pondéré en fonctehangle t formé entre la direction du
doublet libre de I'atome accepteur (A), 'atomeyatllogene (H) et I'atome qui le porte (D)
(Figure 111.6).

Angle t

(\/ Atome accepteur

,D—H"

Atome donreur

Figure 111.6: Formation de la liaison hydrogéene

L’angle optimum est de 180° alors que pour un amgéieur a 90° la liaison devient
impossible et la fonctiok(t) devient nulle. Cette fonction pénalise aussi tesnas polaires
du ligand qui ne forment pas de liaisons hydrogawec le récepteur, favorisant ainsi les

solutions exploitant au mieux le potentiel de ais hydrogene du site actif.

L’énergie nécessaire a la désolvatation du ligansl de I'association au récepteur est
rapportée par le dernier terme de I'équation csdssElle est évaluée par une méthode basée
sur les volumes, permettant de calculer la cortiohude chaque atome a I'énergie totale de
désolvatation du ligand. Pour chaque atome corgsiaér calcule la proportion du volurive
des atomes qui I'entourent qu'on pondere par lampatre de solvatation atomique S et un

terme exponentiel avec un coefficient de pondératmta distance; : o= 3,5A.

Les termesW, qui ponderentchaque terme de I'équation ci-dessus, sont les
coefficients empiriques déterminés par I'analyseégmnession linéaire d’un jeu de complexes
protéine—ligand pour lesquels la constante d'intlabiKi est connue (Huegt al. 2007). Les
sommes sont faites sur 'ensemble des couples fodid atome du ligand i et d'un atome
de la protéine j et sur toutes les paires d’atothedigand séparés par au moins 3 liaisons
covalentes.

La relation permettant le lien entre la constaritehibition et I'énergie libre de liaison
est donnée par 'Equation suivante :

AG =RT In Ki

Ou R est la constante des gaz parfaits (8,31%.m#&l™) et T la température absolue.
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lll. A. 5. b. ii| Le processus AutoDock

Le processus d’AutoDock comprend 4 étapes qui:son
- La préparation des coordonnées initiales

- La préparation de la grille par AutoGrid

- L’amarrage automatique par AutoDock

- L’évaluation des résultats de « docking »

> La préparation des coordonnées initiales

La premiere étape consiste a préparer le ligankk eécepteur en définissant les
charges partielles et les types des atomes et artanj les hydrogenes polaires avec le
module AutoTors implémenté dané&utoDockTools(ADT). Cette opération transforme le
fichier PDB au format PDBQT, fichier qui contiemslinformations sur les angles a bouger
pendant I'exploration du récepteur par le ligands Icharges attribuées aux atomes sont de
type "Kollman" et sont calculées avec le champ aees empirique Amber (Weiner et
Kolmann, 1981).

> La préparation de la grille par AutoGrid

Un trés grand nombre d’évaluations d’énergie estessaire tout au long de la
simulation pour optimiser 'amarrage des ligandsetcalcul doit donc étre extrémement
rapide. Le récepteur étant rigide, son champ efaution intermoléculaire est constant.
AutoDock utilise une méthode d’évaluation de I'aperpar I'intermédiaire de grilles de
potentiel d’affinité atomique pré-calculées poulaghe type d’atome. Une grille est une
matrice tridimensionnelle qui englobe l'intégralivd une région intéressante du récepteur
étudié (Figure II.7). Chaque point de la grilleregistre le potentiel d’interaction entre une
partie du ligand et I'ensemble des atomes du réaepie calcul de ces grilles est effectué par
AUTOGRID, un programme d’AutoDock, qui calcule ami@tiquement les grilles nécessaires
parmi les types C, N, O, H, C, X et M (ou X remmdte les halogenes et M les ions
métalliques communs). Une grille supplémentairecaktulée pour le potentiel d’interaction

électrostatique avec pour sonde une charge potectieh1 eV.
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Figure 111.7: Schéma d'une grille de potentiel engbbant le site actif d'une macromolécule

Les dimensions de la matrice définissent une lmpitesera la zone a explorer par le
ligand. La boite doit englober le site d’intérétisnke temps de calcul pour I'explorer sera
fonction de ses dimensions. Le volume explorabielesc limité par le temps et la puissance
de calcul dont on dispose. L'énergie d’interactidn ligand dans une configuration
particuliére est évaluée en faisant une interpmtatii-linéaire des valeurs d’affinité des huit
points de grille qui entourent chaque atome duwnligd.e temps de calcul de I'énergie dépend
uniqguement du nombre d’atomes dans le ligand etire#pendant de la taille de la

macromolécule.

> L’amarrage automatique par AutoDock

AutoDock permet d’explorer I'espace conformatidnaeec, au choix, un algorithme
génétique darwinien (AG), un algorithme généticamdrckien (AGL) ou par recuit simulé
par la méthode de Monté Carlo (RSMC). Des trois hodds, I'algorithme génétique
lamarckien qui donne les résultats les plus fialdedes temps de calcul les plus courts
(Brooijmanset al.2003) a été utilisé pour tous les amarrages r&atiaéds cette étude. Avant

de décrire cette méthode, nous allons expliqupriteipe des algorithmes génétiques.
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. Les Algorithmes Génétiques (AG).

Les algorithmes génétiques reprennent des mécamignda terminologie de la
génétique naturelle et de I'évolution biologiquéryanisation d’'un ligand en complexe avec
un récepteur peut étre définie par un jeu de parasmdécrivant la position, I'orientation et la
conformation du ligand par rapport au récepteus gaametres sont les « variables d’état »
et dans un AG, chaque variable d’'état corresponoh @yéne. La valeur de ces variables
correspond au génotype et les coordonnées atomagsesiées correspondent au phénotype.
Chaque état défini du ligand correspond a un iddivPour faire évoluer le ligand dans le
champ d’interaction du récepteur, on emploie uac@mombre d’opérateurs qui vont agir
sur le génotype. Le phénotype qui en découle seéiaé par une méthode de sélection. Des
paires aléatoires d’individus sont combinées stqurincipe du croisementrossovey pour
donner des individus fils qui héritent de genesvpnant de leurs deux parents. D’autre part,
certains enfants peuvent étre le résultat de nomistou un gene est modifié de facon
aléatoire. La sélection des individus fils constitua nouvelle génération est basée sur la
qualité de leur interaction avec le récepteur :s@sitions qui s'ajustent mieux au récepteur
gue leurs parents persistent alors que les autspmrdissent. Le critere d’évaluation de la

gualité d’'une solution d’amarrage est I'énergiedilntale du systeme ligand- récepteur.

. L’Algorithme Génétique Lamarckien (AGL).

La plupart des algorithmes génétiques reproduikembmportement de I'évolution
darwinienne en appliquant le principe de la génétide Mendel c'est-a-dire le transfert a sens
unique des informations du génotype vers le phgeotZe comportement est illustré par la
partie droite de la Figure 111.8. Par contre, ddaescas ou il existe un mécanisme de
transcription inverse, un génotype peut étre ingartun phénotype. Il est alors possible, pour
un individu, d’acquérir de nouveaux caracteres tignés en fonction de son environnement.
Les enfants pourront hériter, a leur tour, de @aateres acquis durant la vie de leur parent.
Dans le cadre de linteraction ligand-récepteurpeut ainsi effectuer une optimisation locale
du ligand par rapport au récepteur et remonteinfesmations du phénotype optimisé vers le
génotype de l'individu. Ce comportement est illagpar la partie gauche de la Figure 1I1.8.
C’est ce qu'on appelle un algorithme génétique lakian par analogie avec la théorie,
aujourd’hui discréditée, de Jean Baptiste de Laknaelon laquelle les caractéristiques

acquises par un individu durant sa vie pouvaienedie héréditaires.
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Figure 111.8: Comportement des algorithmes génétiges. Principes de Darwin (a droite) et de Lamarck (a
gauche)

AutoDocK dispose d'un AGL dont la phase d’optimisatlocale est particuliére. Elle
utilise une variante de la méthode de Solis - Widtgey et al. 2007) ou I'opérateur travaille
sur I'espace génotypique du ligand pour minimisen €nergie alors que la plupart des
algorithmes classiques travaillent sur I'espacenphique. L'intégration d’'une fonction de
traduction inverse n’est donc pas nécessaire nedie combinaison de recherche globale et
de recherche locale reste de type lamarckien. Eiet, eftoutes les adaptations
environnementales du ligand acquises pendant irogdition locale seront transmises a ses
enfants, s'il en a. La méthode de Solis - Wets ¢ulecavec un opérateur semblable a
l'opérateur de mutation de 'AG mais le géne a#festibit une modification qui n’est pas
aléatoire. Au contraire, I'opérateur modifie lesge affectés, un par un, par pas réguliers et
identiques pour chaque gene. De plus la méthodadestative. Elle ajuste la taille du pas en
fonction de I'historique énergétique des optimimasi : apres un nombre déterminé de hausses
consécutives de I'énergie, la taille du pas esbbimu A l'inverse, aprés un nombre déterminé
de baisses consécutives de I'énergie, la taillepds est divisée par deux. La méthode
d’optimisation locale implémentée dans AutoDock @sé variante de Solis — Wets dans
laquelle la taille du pas est différente pour cleatype de géne : une variation de 1 A dans un
gene de position aura beaucoup plus d'impact quitaréation de 1 degré dans un gene

d’orientation ou de torsion. Aussi la taille du gmmir un gene de position est paramétrée par
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défaut & 1,0 A alors que la taille du pas pour émegd’orientation ou de torsion est par défaut
de 50°.

A chaque génération, il est possible de faire yisrosation locale sur une fraction de
la population. L'efficacité de I'amarrage est séfenent améliorée avec une fréquence
d’optimisation locale de seulement 6 % alors qugdm supplémentaire pour une fréquence
de 100 % est tres faible.

> L’évaluation des résultats de « docking »

A la fin d'un processus de « docking » par AutoBfcles coordonnées de chaque
conformation du ligand sont stockées dans un fichiec les informations d’énergie et de
classement en familles de conformations « clust@efichier est lu par I'interface ADT afin
de visionner les différentes configurations du came| de sélectionner et enregistrer les

meilleures conformations d’amarrage.

lll. A. 5. c| Criblage virtuel avec Glide

Nous avons également utilisé Glide et Gold qui stes logiciels commerciaux
d’amarrage molécule et criblage virtuel a haut ddbans cette étude, nous avons utilisés le

logiciel d’amarrage automatique de Schrddindstp(//www.schrodinger.conji/ Glide. Ce

logiciel largement utilisé pour le criblage desitest molécules provenant des bases de
données virtuelles. La Direction des Sciences diaMi (DSV) du CEA dispose d'une licence
pour un ensemble des programmes de Schrddingeaavardr son « cluster ». Nous avons
utilisé Glide pour le criblage virtuel de petite®lécules provenant de la banque de données
ZINC. Nous n’allons pas développer le mode opémratde ces deux programmes. Le prince

et la méthodologie de Glide seront donnés en annexe
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lll. B| Mode opératoire de 'amarrage

La méthodologie employée afin de prédire I'amarraigs peptides issus des
aptameéres anti-Fur sur la cible Fur peut étre d@osée en quatre parties:
1. Recherche et optimisation des structures initidéeka protéine et des peptides.
2. Recherche de la zone d’amarrage des peptides prot&ne.
3. Amarrage moléculaire Assisté par la Dynamique Mdkice (AADM).
4

Identification des interactions clés.
lll. B. 1]  Recherche et optimisation des structumégles

Comme il a été abordé dans l'introduction de cptéie théorique, les structures
initiales sont pré-requises pour pouvoir effecdes simulations. Pour réaliser 'amarrage des
peptides sur la protéine Fur dans les meilleureslitons possibles, il aurait fallu avoir les
structures de ces molécules. A défaut de ces stastil faut des modeles. Nous avons
construit et optimisé des modéles avec les logidWdDDELLER et CHARMM. Les modeles
sélectionnés ont constitué les coordonnées irstigheur I'amarrage moléculaire par
AutoDock et les autres logiciels de « docking »xe processus d’obtention de ces coordonnées

initiales est développé ci-dessous.
[ll. B. 1. a] Structures initiales des aptamergdida&ues et des peptides

Les peptides de 13 acides aminés issus des aptapeptidiques (confére tableau
Tableau l111.1, ci-dessous) n'ont aucune homologiecades structures connues, d’aprés une
recherche BLAST (http://blast.ncbi.nlim.nih.gov) {@&dhul et al. 1990). Des études de
dichroisme circulaire ont également montré quepkgstides ne disposent d’aucune structure
particuliére. Les peptides ne sont pas assez Ilpogs pouvoir effectuer une recherche de
structure secondaire sur les serveurs de prédidiilea modeéles ont donc été construits avec
CHARMM et MODELLER en utilisant la méthode décriiedessous.

La structure de la thiorédoxine AE'’ coli, résolue en 1990 a 1,68 A (Code PDB :
2TRX) (Katti et al. 1990) (Figure 111.9) a été utilisée comme plateferpour construire les

aptameéres peptidiques (confére Introduction) deiénarsimilaire aux travaux récents de
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Brown et al (Brown et al. 2010). Ces derniers ont montré que l'insertion gdeptides
déstabilisait un peu la thiorédoxine de sorte gee peptides se trouvaient dans une

conformation leur permettant d’interagir avec gegtéines cibles.

Tableau Il1.1: Séquences des peptides issus dedapéres anti-EcFur

peptides Séquences
pF1 RLWCRYPHPPLTD
pF2 RQCNI CGASLYSY
pF3 ETCKCGSQUWRHS
pF4 CARCGARVNVYKY
pF5 (contréle inactif) RSLRGRCL SQHQD

Figure I11.9: Structure de la thiorédoxine A d'E. coli (2TRX) (Katti et al. 1990).Représentation en ruban ou
seules les chaines latérales des résidus 32 an8#eatrées.

Cette structure comprend 4 feuill@®n jaune, 3 hélices en rose une héliceiDen
violet, reliés entre eux par des boucles. Les ussid32, G33, P34 et C35 du motif CXXC

constituant du site actif de la thiorédoxine souligueés.

Pour mimer les aptameres peptidiques, les peptides3 acides aminés sont insérés
dans le site actif entre la Pro34 et la Cys35 diitarédoxine (Browret al. les ont insérés
entre G33 et P34) (Browet al. 2010). Deux résidus (Gly et Pro) sont ajoutés gtrémité
Cter du peptide pour servir de «linker ». Les €iyss 32 et 35 de la thiorédoxine sont
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remplacées par des Sérines pour rester conformeéglence de I'aptameére utilisée dans les
tests double-hybride antérieurs (Aketcal. 2007) (confére Figure 111.10).

Rotation 180°

Figure 111.10 : Modeéle de construction d’'un aptamer peptidique. Représentation en ruban ou seules les
chaines latérales des résidus sérines remplagacydedines sont montrées.

Pour construire la boucle constituée par le peptah utilise une fonctionnalité de
MODELLER (Loop Modelling) qui permet de générer desdeles de boucles compatibles
avec le reste de la protéine supposeé fixe. Ainsi,dodeles pour chaque aptameére sont
construits dans MODELLER et classés suivant unection de pénalité (« objective
function »). Afin d’obtenir une structure optimiséeivant le champ de force de MM
habituellement utilisé dans ce travail, le modélard la pénalité la plus petite est choisi puis
optimisé dans CHARMM en figeant la chaine carbopéptidique - appelée squelette ou
« backbone » - de la thiorédoxine. Ainsi les chait&térales de la thiorédoxine et le
peptide+ldinker sont flexibles pendant la simulation d’optimisatibe peptide peut explorer
'espace conformationnel tout en étant fixé au aivde ses extrémités a la thiorédoxine. Ces
contraintes forcent le peptide a rester conform@a@tamére expérimental. L'ensemble est
soumis a une dynamique moléculaire de 5 ns a 296 un solvant implicite (méthode
EEF1) qui génere 5000 « poses » ou « frames »«lfesnes » sont les enregistrements des
coordonnées atomiques au cours du temps dans uespuszcde dynamique moléculaire qui
produit une trajectoire. L’analyse de la trajedogermet de choisir la conformation ayant
I'énergie minimale aprés minimisation avec 100S@eet 1000 pas d’ABNR.

Nous présenterons ci-dessous un modele de I'apgaRie et I'extraction du peptide

pF1 qui sera utilisé pour 'amarrage sur la pradtar (Figure 111.11).
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Zoom sur le peptide

. y

S

N

Figure 111.11: Modéele de I'aptamére F1 et extraction du peptide pF1.Représentation en ruban et zoom sur la
partie du peptide inséré ou les chaines latérassésidus sont montrées ainsi que les liaisonsoggdes en
hachurés et le nom des résidus.

Le peptide de 13 acides aminés est extrait deafpte pour le « docking ». On
constate que certains résidus du peptide peuventefodes liaisons hydrogenes avec la
thiorédoxine ce qui participe a la formation d’wtricture secondaire. En effet sur la Figure
l11.11, les résidus Gly et Pro forment des liaisdnglrogenes avec I'Arg5 et la Tyr6 du
peptide pFl, formant un feuilldd. L’aptamére pourrait donc aider a la formation n&u
conformation particuliere du peptide permettant umslleure interaction avec la protéine.
Toutefois linactivation de la protéine Fur est duda spécificité du peptide de 13 acides
aminés, la partie active. Notons également que péigeeextrait est rendu flexible pendant le
processus d’amarrage moléculaire sur la protéioeisNerrons aussi que le peptide libre pF1
peut perdre et la retrouver sa structure secondains I'approche de « docking » que nous
utilisons.

Des simulations d’amarrage ont été réalisées agepdptides pF1 a pF3 extraits des
meilleures conformations des aptameres F1 a Fhobseavec MODELLER et CHARMM
pour rechercher les meilleures zones d’amarragaguotéine EcFur.

Le squelette carboné de ces peptides ne bougeupamies des processus d’amarrage
qui vont suivre. De plus, les tests expérimentaganmontré que les peptides libres de 13
acides aminés inhibent la protéine Fur, des cordtions peptidiques libres (sans contraintes
de l'aptamere) sont aussi construites pour I'anggraur la protéine. Ces derniers sont

flexibles au niveau de la chaine carbonée pendaptdcessus d’arrimage. Nous disposons

- 166 -



Chapitre 1l B|Mode opératoire de I'amarrage

ainsi de deux modeles (libres et contraints) deqebgeptide qui vont étre amarrés sur la
protéine afin de choisir le meilleur mode d’amaerag

Ne disposant pas d’informations structurales corargrle domaine de dimérisation
du monomére de Fur et sachant que le peptide péragit a ce niveau, nous avons décidé de
ne pas poursuivre les simulations d’amarrage aggeptide.

lll. B. 1. b| structures initiales de la protéine

La structure de la protéine EcFur qui nous inté&resétant pas entierement connue,
une modélisation par homologie avec MODELLER aedtéctuée. Dans cette approche, le
logiciel génére plusieurs modéles a I'image dettacture de protéines homologues. Pour
choisir les homologues les plus proches d’EcFuralignement de séquences des protéines
Fur a été réalisé (confére Figure 111.12).

10 30 40
EcFur . ......... TRIGN T INAGLKVTLPR V#Q EP DN H VEIS5I R §GR M T a4
YpFur ... ... .. .. TN K IAGLKVTLPR VilQN P ACH): VES S RN Tl T a4
VCFur . ......... SN Q INAGLKVTLPR Vi#QQPEC QL IETNOEIRENKIA T a4
VsFur . ......... SN Q INAGLKVTLPR IQQPES Qi IET N RENKIA T a4
PaFur . ......... VEWS . EJMRKINEN QSR vy S8 [ MiID S A EQR);MEINA VRS A M 43
HpFur MKRLETLESILERLRMSI[IKN[EABANSKQRIEEVVSVIIYR . SGTRILEPIBEITHSIR 53
SaFur . ....... MNTNEA IK IAYEN[EBIYRDKEKDM@ADIFVE . EDKY INAKYIQQVMD 45
MtZur . ....... MASAAGVRSTRQR. . ... AATISTLINSTI#D . . DFR . . QEMHDE@R 37
ScNur . ....... MVSTEWKSD@RQREYRLEPQEQL AVD. . TLEFATPDBILGEVR a4
BsPrr . .... MAAHELKEALE ET[EVRIEPQIIHA Y@VN . SMALIP TRDR IFFEARE a8
70 80
EcFur IXTGLATVYRVLNQF]DAG I VE{R HWFIAG Gl 98
YpFur IBIGLATVYRVLNQFEDAG I VE{RHFISG G 98
VcFur IFIGLATVYRVLNQFEDAG I VEIRHEIFISG GIS 98
VsFur IBIGLATVYRVLNQFPEDAG I VE{RHEIFIHG Gig 98
PaFur RHNFG G 97
HpFur QKDKNTSISSVAGI|MUFLEKENFICVLETSKSGRRY|[IIAAKERLAN: T I[HIHEEY 107
SaFur : IENTELDEEMKFRIACTNER:A:(HEF I[GEK[EED 29
MtZur LIgDTLHTDTHEER] YRR CSELLGIHEMVER S{efels o1
ScNur SENASI TIEL LEEL[EILYSHAHLGH[EAP T YHMADR|8:0: 1):08 V[ RIIST N 98
BsSPrr GKFPNMSV[NAAINNARVERESELYKELTYGDASEREDFVTS . DY A I[MENSEY 101
110 120 130 140
EcFur AGTRRIEE AFIHE T RIBT NESEYB{EHEAE . GDEREDEHAHEGK . 148
YpFur SLNRIZFIK QH[ET K TN S YIRGEHEET . GNGREDESAHSKR . 148
VcFur QERKIZRFN AT Y NV QU TN)E SIlYIRQeK[EGSDGSEKDNPNAHKPKK 150
VsFur EJ8 K DEFANR(Y N VR T NE S YIRQEH[® T T . GD[TENTTAHNG . . 147
PaFur KJAR KRV REREF EM VDR NIVl - . - . . .. ... .. .. VRKKK . 134
HpFur NEIANJBVVKEYQAKIMISEDMKMEVWEKE . . .[(QESEC. . . . .. 150
SaFur TKVIDYCPMDQIKLSLP.. [JVNIHKEKBEVE{EVEES.. . @QD. ... .. ... 136
MtZur TEBBVGEHEVEAWAABVEATEHEFSDVSETIEIF[ET[®SD. . .[8RS. . . . ... .. 131
ScNur ADLSVAADFTAKLREQF[§FDTDMKHFATIF, ES.. .[@SLKGSTTDS. . 145
BsPrr IVDHYPGLDEVEQLARHVTEFKVSHERMEIMEVEQE. . .[§SKKENH. . . . . 145

Figure 111.12: Alignement des homologues de Fur dehezEscherichia coli(EcFur) :Yersinia pestigYpFur),
Vibrio cholerae(VcFur), Vibrio salmonicida(VsFur), Pseudomonas aeruginog®akFur),Helicobacter pylori
(HpFup, Staphylococcus aureSaFur) et les « Fur-like »: Zur de chidycobacterium tuberculosiéitZur),
Nur de Streptomyces coelicoldiScFur) et PerR dBacillus subtilis BsFur). Ces alignements ont été réalisés
avec le programme CLUSTAL (Thompsenhal.1994).
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Parmi ces séquences, sept structures cristallogregsh de protéines Fur, y compris
celle du domaine de liaison d’EcFur, sont actueflenconnues :

*  PaFur (Pohkt al.2003)dans une conformation active (code PDB 1MZB)

*  VcFur (Sheikhet al.2009) dans une conformation active (code PDB 2W57)

. BsPerR dans la conformation inactive (forme Ap@d& PDB 2FE3) (Traoret

al. 2006) et active (code PDB 3F8N) (Jacquaetetl.2009)

 Le domaine de liaison d’EcFur (Pecquetial.2006)(code PDB 2FU4)

e MtZur (Lucarelliet al.2007)(code PDB 2003)

*  ScNur (Anet al.2009)(PDB code 3EYY)

*  HpFur (Dianet al.2011) (code PDB 2XIG)

Le tableau Tableau Ill.2 suivant résume les pousggd de similarité entre les
protéines EcFur, VsFur et FtFur et les homologuestdectures connues : PaFur, VcFur,
HpFur et BsPerR. Ce pourcentage a été calculé BUAST en divisant le nombre de

« positifs » par la longueur de la séquence dedegme cible a prédire.

Tableau 111.2: Pourcentage de similarité des difféentes protéines Fur

Modéle \ Cible EcFur VsFur FtFur

PaFur 77 (66) 78 (67) 64 (59)
VcFur 91 (82) 93 (86) 64 (60)
HpFur 51 (51) 53 (53) 60 (57)
BsPerR 49 (49) 56 (49) 50 (48)

Les chiffres entre parenthése représentent ce méareentage de similarité calculé a
partir du nombre d’acides aminés effectivementgmtssdans la structure servant de modele.
Ce pourcentage est pris en compte pour choisitriectare a utiliser pour construire les
modeles.

Parmi les structures connues actuellement, EcFuage avec VcFur et PaFur la
meilleure similarité, respectivement 91% et 77%.d&but de mes travaux, les structures de
PaFur (1MZB) et de BsPerR (2FE3) ont été utiligéesr construire des modeles d’EcFur
dans sa conformation inactive (Apo) et active (HoBar la suite, la structure de VcFur
(2W57), qui partage la meilleure similarité aved-&c a été utilisée a la place de PaFur.
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Les structures cristallographiques sont raffinéessdan premier temps, par
minimisation de I'énergie, sous fortes contrairaeec CHARMM. Dans un second temps,
ces structures optimisées sont utilisées comme 4emgpour construire les modeles d’EcFur
avec MODELLER. La meilleure conformation parmi s conformations générées par le
logiciel, est choisie sur la base de la fonctiorsciare et raffinée avec CHARMM par une
simple minimisation. La comparaison avec la strigtenistallographique du domaine Nter
d’EcFur disponible permet de valider le modele shdlous reviendrons sur cette partie dans

la présentation du modéle d’EcFur construit a pesdila structure de VcFur.

Nous présentons ci-dessous les modeles d’EcFutradasa partir de PaFur (1IMZB)
et de BsPerR (2FE3), représentant respectivemembtéine dans sa forme inactive (Apo) et

active (Holo).

La Figure 111.13, ci-dessous montre la structurérojsée de la protéine BsPerR dans
sa forme Apo. Cette structure a été raffinée dadsRMM, par une minimisation (SD de
100 pas et ABNR 2000 pas) suivie d'une dynamiquesdes a 298 K dans un solvant
implicite EEF1, en maintenant une contrainte haropeisur le « backbone ». Ainsi les
atomes de la protéine oscillent autour d’'une pmsitd’équilibre définie. Cela permet
d’optimiser la structure de la protéine sans peltdratructuration initiale. Cette structure
contient six hélicesx et cing feuilletsp par monomere. Les brinB3—p5 et les hélices
05-06 s'unissent pour former le domaine de dimérisatemtadré en vert. Le domaine de
liaison a I'ADN est formé des hélicesl—o4 et des brin31 et[32 Cette structure a servi a

construire le modéle d’EcFur dans sa configuraitiactive.
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\Pomaine de dimeérisatic
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Figure 111.13: Structure optimisée de BsPerR dans& configuration inactive (code PDB 2FE3)

La Figure 111.14, ci-dessous présente le modelecBUE construit par MODELLER
(fonction de score = 1382) a partir de la structopgmisée de BsPerR ci-dessus (Figure
[11.13). Le modele a été optimisé dans CHARMM eilis&nt les mémes parametres de
minimisation et de dynamique que la structure piénte de BsPerR. Comme on peut le voir
sur la Figure Ill.14, ce modeéle contient égalemsmt hélicesa et cing feuilletsf3 par
monomere. On peut noter la présence d’'un petit (bsapplémentaire, visible au niveau du
domaine de liaison a I'ADN et les boucles a I'ertit& Cter sur ce modeéle.

Cette conformation représentera la forme inactevéadprotéine EcFur utilisé pour les

amarrages des peptides.
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Figure 111.14: Modéle d'EcFur dans la forme inactive

Pour construire le modéle d’EcFur dans sa formtévegcPaFur (1MZB) dont la
structure optimisée est présenté ci-dessous (Fijui®) a été utilisée dans un premier
temps. Ce modéle sera noté EcEra par la suite. Plus tard la structure de VcFétéa

utilisée pour construire le modéle d’EcFur (Ecé&iuc).

Domaine de ¢
dimérisation ¢

Domaine dé\ “
liaison a 'ADN,

e =

Figure I11.15: Structure optimisée du dimére de Pakir (LMZB)
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La Figure I11.16 ci-dessous montre le modéle d'icBans sa forme active construit
par MODELLER (fonction de score = 1341) a partirldestructure optimisée de PaFur ci-

dessus. Ce modele a été optimisé par la suite@GMA&RMM avec les parametres précédents.

Figure 111.16: Modele du dimere d'EcFur dans sa cofiguration active (réalisé par homologie avec PaFyr

Cette conformation est partiellement différente cddle de la structure de PaFur,
pourtant utilisé pour sa construction. Ce modéle ptentnuit feuillets contrairement a la
structure de PaFur qui en contient six. En eféetphg feuillef36 de PaFur ci-dessasgénéré
ici 3 brins3 de taille plus courte (Figure 111.16). Cette diféce peut étre liée a la grande
différence des acides aminés entre EcFur et Pakair Alignement de séquence Figure
11.12).

Les deux modeles d’EcFur construits a partir dstlacture de PaFur (1MZB) et de
BsPerR (2FE3), respectivement sur la Figure lllet6Figure lll.14ont été utilisés pour
'amarrage des peptides anti-Fur. Nous verrons phug que c’est la structure de VcFur
(2W57) qui a été utilisée ensuite pour constrierenbdele EcFur dans sa forme active et sur

lequel les simulations ont continué.
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lll. B. 2] Recherche des zones d’amarrage desdepsiur la protéin

Avant de commencer le processus d’amarrage maliéeulil est intéressant de
rappeler quelques résultats antérieurs donnant imidisations sur les interactions des
aptameres peptidiques avec la protéine Fur etifigsuttés de prédire le mode d’arrimage de
ces molécules.

Les aptaméres F1 a F3 nécessitent a la fois laidende liaison a 'ADN (Résidus 1 a
83) et le domaine de dimérisation de Fur (résidis848) pour interagir avec la protéine
EcFur et I'inhiber. L'aptameére F4 peut interagirgquement avec le domaine de dimérisation
de la protéine pour I'inhiber (Abeet al.2007). Comme il a été évoqué dans le chapitre I, |
peptide pF4 interagit avec une sous-unité monomérief empéche l'association des deux
monomeres de la protéine.

Partant de ces travaux, il a fallu trouver des @onétions peptidiques amarrées
favorablement sur la protéine et éventuellementpadibles avec un amarrage de I'aptamere
peptidique entier. Sachant que le nombre maximahgles de torsion flexibles dans un
processus d’amarrage avec AutoDock4 est de 3§u’itfaut en utiliser au maximum une
douzaine pour avoir des résultats reproductiblageftét al. 2007), 'amarrage des peptides
de 13 résidus avec tous les angles de torsion iét@idssible. Notons qu’une séquence
peptidigue composée de 13 Glycines (sans chainémlies) contient déja 24 angles de
torsion¢ et .

La solution logique a été d'utiliser des séquencestraintes du peptide sur le
« backbone », la protéine étant fixe. Ainsi, nousns commencé par tenter d’amarrer les
peptides de 13 résidus issus des modeles des apsapeptidigues avec des angles de
torsions flexibles uniquement sur les chaines #é¢8r mais les résultats d’arrimage n’étaient
pas favorables. Par la suite, lorsque des séqueeptisliques plus courtes inhibant I'activité
de liaison de Fur a 'ADN ont été découvertes expéntalement, 'amarrage de ces
séquences réduites a été plus aisé. Partant dieiggsrs amarrages des peptides de séquence
raccourcie, nous sommes revenus, dans un secoms,téml’amarrage des peptides de 13
acides aminés.

Les zones de liaison des peptides anti-Fur nemammtonnues. La méthode utilisée a
été I'amarrage en aveugle ou « blind docking » dagselle le logiciel AutoDock4.2 avait
montré quelques résultats intéressants (Hetengl. 2006; Morriset al.2009). En analysant

la structure des protéines Fur et vu la taille ilgends (pF1 a pF3), les zones d’amarrage
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choisies sont représentées par des grilles aveaDiek4.2 sur la Figure 111.18, ci-dessous.
Les parametres de ces grilles sont donnés danahliedu 111.3. Ces grilles sont définies par
un point central choisi. Le nombre de points aipdtt centre désigne la taille de la grille. Le
nombre maximal de points est 126. L’espacemenedes points est de 0,375 A par défaut.
Pour explorer la protéine entiere il a fallu plad®6 points sur chaque axe et augmenter

I'espacement pour couvrir toute la protéine (camfeigure 111.18 et Tableau 111.3).

Nous savions aussi grace aux travaux de Sylvialepeptide pF1l interagit avec la
forme métallée de Fur. Cela a été démontré papdatoscopie d’émission de fluorescence

du tryptophane de pF1 (Figure 111.17).

150 1 1 1 1 1 1 1 1 1 200 1 1 1 1 1 1 1
A +Zn,EcFur — pF1 seul B +2zZn,Mn.EcFur — pF1 seul
o 1754 Ll L
8 125 — 10eq F o 10 eq
S 20 eq § 1504 20eq |
o
@ 100 — 30eq LI @ —— 30 eq
g 40 eq g 1254 40 eq I
2 75 —— 50eq | 2 100 50eq [
] 60 eq 3 75 60 eq i
e 50 L @ 70eq
g 2 50- L
[]
E % [ E 25] [
o // —— 04 L
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Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 111.17: Spectres d’émission de fluorescencdu tryptophane de pF1 wt a 1uM aprés excitation a
295 nm en présence de différents équivalen(®) EcFur (Apo) ou (B) de EcFur (métallée). La tdine a été
métallée au préalable par 1 équivalent dé\par sous-unité (sel : MnCI2). Spectres enregisteés le tampon
BTP 100 mM pH 7,5, KCI 100 mM, MgS04 5 mM, TCEP dd a 25 °C apres 10 min d’équilibration. Bande
passante d’excitation : 3 nm ; bande passante d%om : 5 nm ; 3 spectres d’émission sont enréggntre 300
nm et 500 nm puis sont moyennés.

La Figure III.1A montre que le spectre de pF1 n’est pas modifiélggmdifférents
ajouts d’EcFur Apo (Znl-EcFur). Cette absence d@atian suggere que le peptide n'a pas
interagit avec la protéine. En revanche, les ajeuiscessifs d’EcFur métallée (Zn1Mn2-
EcFur) entrainent un décalage progressif du éméridsion de fluorescence, qui sature a
337 nm a partir de 50 équivalents de protéine (Eidli.17B). Ce décalage rend compte du
changement d’environnement du tryptophane qui t&nétre enfoui dans la protéine. La
constante de dissociation Kd entre la protéineeepéptide serait de 32,6 + 0,6\,

compatible avec I'lgy de pF1 déterminé a partir des tests de proteatiamucléase.

Partant de ces résultats, nous nous sommes fexalis la forme active de la protéine.

De facon intéressante, elle donne aussi de meili&sultats comparés au modéle Apo de Fur.
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FurEcG1 FurEcG2 FurEcG4

FurEcG_2
: Protéine
entiére

FurEcGsy

Figure 111.18: Grilles explorées par les peptides
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Tableau 111.3: Parameétres des grilles utilisées

Grille Nombre de points Distance entre les points C | oordonnées du centre de la grille

X Y Z en Angstrom X Y Z
FurEcG1 66 54 64 0,375 -0,14 0,81 1,73
FurEcG2 126 54 64 0,375 0,72 -7,07 1,73
FurEcG3 110 74 86 0,375 0,32 -2.70 7.76
FurEcG4 126 54 64 0,375 0,72 11,52 1,73
FurEcGsy | 108 126 118 0,375 13,29 3,99 1,73
FurEc 2 126 126 126 0,702 -0,14 0,81 1,73

Chacune de ces grilles avait pour but de pouvgdaegr une zone spécifique de la
protéine. Les grilles FurEcG1, FurEcG2, FurEcG4HeEGsy devaient permettre d’explorer
respectivement le centre de la protéine, le domdmdiaison a 'ADN, le domaine de
dimérisation et un monomére de la protéine. Cdegint été criblées virtuellement (voir ci-
dessous) avec les parameétres par défaut d’AutoDddkorris et al. 2009) par les peptides
pF1 a pF4 (conformations contraintes sur le « bawoigboissues de l'optimisation décrite
précédemment, avec douze angles de torsion flexifle les chaines latérales. Avec ces
parameétres le peptide peut bouger en translatioanetotation en gardant son squelette
peptidique fixe et les chaines latérales flexibl€gtte opération a été répétée jusqu'a
I'obtention d’'un amarrage favorablAG < 0).

Les résultats d’amarrages d’AutoDock sont classis da forme de familles ou
« cluster » mais aussi en fonction de I'énergieelithe liaisomAG. Le « cluster regroupe les
conformations les plus proches « root-mean-squavititen ou RMSD » < & 2 A. Plus le
nombre de conformations dans un cluster est élewdssu d'un criblage, plus cette
conformation est significative statistiguement. neégie libre de liaison est la fonction
d’évaluation de la formation d’'un complexe (plusteevaleur est négative, plus la formation
du complexe est favorable).

Le choix d’une zone d'interaction entre les pegidela protéine s’est effectué sur les
meilleures conformations du complexe (Tableau)ll.4

Tous les autres parameétres d’amarrage étant idestides diverses grilles d’amarrage
ont été choisies en fonction des énergies librebagmmn obtenues pour les divers peptides.
Un amarrage a eégalement été réalisé avec la gatiespondant a la protéine entiére afin de
s’assurer que cet amarrage, moins preécis, donnaigdergies de liaisons plus élevées. La
taille des clusters n'a pas été indiguée dansleda mais tous les amarrages correspondent a

de structures statistiquement acceptables.
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Tableau Il1.4 : Energies libres de liaison des pejdes dans les grilles (kcal/mol)

pF1l pF2 pF3 pF4
FurEcG1 -1.7 +5.8 +3.3 +2.8
FurEcG2 -3.5 +7.6 +0.8 +4.1
FurEcG4 +1.5 -2.1 +5.2 -0.2
FurEcGsy | +0.6 +0.8 -1.9 -1.3
FurEc_2 -0.9 +2.5 -0.7 +3.2

Ces résultats montrent que les énergies libresadmh entre peptides pF1, pF2, pF3
et pF4 et EcFur pourront étre évaluées avec ldegirurEcG2, FurEcG4, FurEcGsy et
FurEcGsy, respectivement (Tableau I11.4). Il n’gian slr aucune obligation dans le choix de
ces grilles différentes pour chaque peptide : & fort & parier que la méme grille FurEc_2
englobant toute la protéine aurait pu convenir gous, mais le temps de calcul ne sera pas
raisonnablelLes valeurs d’énergie libre de liaison reportéessd@ Tableau Ill.4 ne sont
toutefois pas favorables comparées a ce qu’on fpeuver dans la littérature, c’est-a-dire
proches de -10 kcal/mol. Pour tenir compte de dailfilité de la protéine et optimiser les
amarrages, une premiére solution a été d’effectasrsimulations de dynamique moléculaire
de la protéine seule, de sélectionner les meilledrames » de la protéine et d’effectuer des
explorations sur les conformations sélectionnées.

Cette méthode d’exploration n‘a pas permis d’affiiénergie d’amarrage et ne tient
pas compte du changement conformationnel engetah®ele I'interaction entre la protéine
et les peptides. Nous avons donc tenté une aufpeo@pe combinant I'amarrage par
AutoDock et la Dynamique Moléculaire que j’ai nommamarrage moléculaire assisté par la

dynamigue moléculaire ». Cette approche est expiqpirdessous.

lll. B. 3] Amarrage Asisté par Pnamique Mléculaire (AADM)

Le principe de ce protocole consiste a prendreoempte la flexibilité de la protéine et
des peptides engendrée simultanément lors derbBictien. Le protocole peut étre décomposé
en trois parties :

- Réalisation d’'un amarrage initial sur les difféemngrilles de la protéine, décrites

préecédemment et définition de la zone d’'interactiotigand (site d’action).

- Réalisation d'une DM de Langevin avec les meillsureonformations du

complexe protéine Fur-peptide (meilleure énergiereli de liaison lors de

lamarrage initial précédent), pour prendre en camiat flexibilité des deux

-177 -



Chapitre 111 B|Mode opératoire de I'amarrage

partenaires simultanément. La dynamique molécutdar® ns a 289 K, générant
5000 conformations est précédée et suivie par unignisation (100 pas de SD et
1000 pas d’ABNR) en solvatation implicite (EEF1} eppliquée. Pendant cette
dynamique, le peptide au complet ainsi que lesnesaliatérales des résidus de la
protéine proches du peptide (distarfce5 A) sont flexibles. Les cing meilleures
conformations du complexe, choisies sur la baskedergie d’interaction Einter)
entre peptide et protéine sont utilisées pour dsuamarrages d’optimisation.

- Réalisation d’amarrage d'optimisation avec des Ipatees permettant une
évaluation plus poussée des possibilités d’'intemactu peptide sur la protéine. A
lissue de ces amarrages d’optimisation, les conédions des complexes sont

analysées avec CHARMM (paragraphe suivant).

Cette approche AADM peut étre répétée plusieuss da veillant toutefois a ce que
des contraintes sur les atomes de la protéiner@sidu peptide soient toujours imposées afin
de ne pas s’éloigner de la structure initiale dieaz.

L’apport de ce processus ADDM combinant la dynamigti’amarrage moléculaires
sera démontré a travers le processus d’optimisat®mi’amarrage de pF1l sur le modele
EcFurk-Pa donné en exemple dans la suite.

lll. B. 4] Identifications des interactions clékamarrage

Apres avoir choisi les coordonnées des meilleusggocmations du complexe Fur-
peptides selon AutoDock, nous avons utilisé CHARMMr calculer I'énergie d’interaction
et les liaisons hydrogénes. La description de rgieed’interaction Einer) €st donnée par la
fonction suivante :

Etnter = Ep — (Bimerayy, + Eintrag,,)

Ez est I'énergie potentielle totale du systéme mdsérey B

mreLg  est I'énergie
interne du ligand efmeras,, celle de la protéine (et des ions métalliqueslissisont
disponibles). L'énergie d’interaction a été caleufgour les résidus des peptides (ligands).
Elle représente la contribution énergétique dudtési la liaison a la protéine. L'analyse par
CHARMM a également permis d’identifier des liaisongdrogénes et de quantifier ces

liaisons par I'énergie d'interaction des atomesligqugs.
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[ll.B.5] Exemple du processus d’optimisation damiarrage des

peptides anti-Fur : Cas du peptide pF1 sur le neoBeFuk-Pa.

lll. B. 5. a] Amarrage sur EcFPa Apo

Comme nous l'avons évoqué précédemment, les «mgeki ont été réalisés dans un
premier temps sur des peptides tronqués (moins deitids aminés), généralement adtifs
vitro dans le test d’activité vu dans la partie expéniale. Dans un second temps, la
séquence totale des peptides est construite & garka conformation du peptide tronqué issu
d’'un amarrage optimisé par le processus AADM.

Dans cette section, nous allons voir le processogtichisation de I'amarrage du
peptide pF1 sur le modéle EckaiPa. Nous avons vu sur les Figure 111.11 et Figuird,
respectivement, les modeles optimisés du peptide ggFd’EcFu&-Pa qui constituent les
coordonnées initiales de ce complexe. La séquenese ndef acides aminés Nter de
pF1: pF1(1-9) est extraite de la conformation ragée du peptide entier pour I'amarrage.
Les grilles FurEcG1 et FurEcG2 (Tableau 111.3) @ utilisées avec les parametres par
défaut d’AutoDock dans le protocole AADM. La Figutel9, ci-dessous montre 'amarrage
de ce peptide sur la protéine. Cet amarrage abéshw avec une énergie libre de liaidx®d
de -13.6 kcal/mol et une constante d’inhibitioniraée, Ki de 105 pM (pico Molaire)
indiquant une affinité tres favorable. Rappelons lgse valeurs d’énergie libre de liaisas
ne sont pas directement comparables auy di€s tests d’activité car elles reposent sur une
calibration empirique a partir d'une base de comgsede structure connue. Par contre, elles
permettront de comparer les amarrages des divgtdps sur les diverses protéines Fur

présentés par la suite dans ce rapport.
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Figure 111.19: Amarrage du peptide pF1(1-9) sur EEFur obtenu par AutoDock4.
En vert la sous-unité A, en rouge la sous-unitéeBacbrotéine et en bleu le peptide.

Le peptide interagit a la fois avec les domaingsr Nt Cter de la protéine. Cette
information est cohérente avec les résultats des tiouble-hybride antérieurs (Abetal.,
2007), rappelés dans la chapitre .

Il est a noter que le peptide forme un feuietvec le brinB; de la sous-unité B de la
protéine. Nous détaillerons ci-dessous ces interactune fois I'étape d’optimisation de
'amarrage realisé. En utilisant une nouvelle \@rsdu programme de « docking » :
AutoDock4.2, apparue en cours de thése, et aveméames paramétres par défaut, nous
obtenons umAG de -15.8 kcal/mol et un Ki de 2.7 pM (Figure 20), plus favorables que
ceux d’AutoDock4 (Figure 111.19).

Figure 111.20: Amarrage du peptide pF1 (1-9) sur Ed-ur obtenu par AutoDock4.2.Ici les chaines latérales
du peptide sont montrées
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Sur les deux figures le peptide est amarré damsélae zone et de la méme fagon.
L’affinité a été bien améliorée par la nouvelle sien d’AutoDock. En effet, la nouvelle
version d’AutoDock (version 4.2) contient de nouweparameétres optimisés pour les calculs
des termes de désolvatation basés sur les chaegtiaisons hydrogenes et I'état non lié du

complexe, probablement a l'origine de cette amation de I'énergie libre de liaison.

Cette version AutoDock4.2 a été utilisée pouiites

Partant de la conformation de pF1(1-9) obtensucila Figure 111.20, le peptide de 13
acides aminés est construit avec CHARMM en ajoukemtquatre résidus Cter grace aux
coordonnées internes correspondant a leur confammkt plus stable. Le peptide entier est
ensuite raffiné par minimisation d’énergie (100 pdasSD et 1000 pas ABNR) en fixant les
neuf acides aminés Nter, issus de I'amarrage peétetlne nouvelle grille combinant les
grilles FurEcG1 et FurEcG2 : FurecG3 (Tableau )]Ius adaptée a la taille du peptide de
13 acides aminés a été utilisée. Le protocole AAE8Yappliqué pour obtenir 'amarrage du
peptide pF1(1-13). Les paramétres d’amarrage diogdition utilisés sont les suivants : 50
pour la taille de la population initiale, 600000p0ur le nombre maximal d'évaluations
d’énergie avec 50 conformations finales. La meibeconformation du complexe obtelA3

=- 17,5 kcal/mol et Ki = 160 fM : femto Molaire¥teprésentée sur la Figure 111.21.

Figure 111.21 : Amarrage du peptide pF1 sur EcFur&Pa

Dans cette configuration, le peptide a une ma#alffinité pour la protéine comparé

au peptide pF1(1-9). Ce qui va dans le sens desdestivités ou on a vu que pF1(1-13) a un
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ICs0 plus faible que pF1(1-9). L'ensemble des intecandi du peptide a été évalué par
CHARMM via le calcul de I'énergie d'interaction, décrite arguant. Le Tableau Il1.5, ci-
dessous présente I'énergie d’interaction des résilupeptide avec la protéine pour des

valeurs dEjnier = -8 kcal/mol.

Résidus pF1 Einter (kcal/mol)
R1 -15,3
W3 -19,1
R5 -18,2
Y6 -18,8
D13 -8

Tableau II1.5: Energies d'interaction des acides anmés de pF1 interagissant fortement avec EcF«Pa.

Les résidus R1, W3, R5, Y6 et D13 du peptide dont ceux qui interagissent le plus
favorablement avec la protéine. Ces résidus et deua protéine, sont représentés avec une

vue plus détaillée (Figure 111.22).

Figure 111.22: Zoom sur les interactions de pF1l etde la protéine Fur. Les résidus du peptide en bleu sont
marqués en gros caracteres, ceux de la protéinauge et vert, sont notés en petits caracteres.

lll. B. 5. b| Amarrage sur EcF&rPa « métallée »

Une analyse approfondie de cet amarrage montrecquains acides aminés du
peptide pF1 interagissent avec des résidus imgsrtarobables ligands des métaux du site
structural et/ou de régulation de la protéine. Clescas des résidus His125 et Asp88 de la

protéine. Il est alors apparu nécessaire de preedreompte les sites métalliques de la
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protéine, jusgu’ici ignorés. Comme nous l'avons &p@ dans l'introduction, nous allons
construire avec CHARMM trois sites métalliques pawnomeére au lieu de deux, comme
décrit dans la littérature sur EcFur, notammentesrant compte entre autres des données
récentes sur HpFur (Diaet al. 2011). Les ions métalliques sont dans ce cas deseatde
fer, considérés comme des boules avec une chargda+douvelle conformation de la
protéine (« métallée ») ; contenant les sites nigials, a ensuite été optimisée par une
minimisation (SD 100 pas, ABNR 1000 pas ou gradiend,1 kcal/mol/A) dans un solvant
implicite (méthode EEF1) avec des contraintes haigu@s sur 'ensemble de la protéine,
sauf les atomes se trouvant & 8 A de rayon auteuied La nouvelle conformation de la
protéine « métallée » et ces sites métalliques pagentés sur la Figure 111.23. Notons que
ces sites métalliques ont été construits dansgueibut d’orienter les chaines latérales des
ligands du site métallique vers I'atome de fer @&tl gaudra améliorer ces constructions pour
avoir de meilleurs modéles prenant en compte lepri@tés électronique des ions Fe(ll).
L’amarrage de peptide pF1 sera repris afin deieérifans la suite s'il peut interagir avec des

résidus ligands du site métallique.
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Figure 111.23: Vue d’ensembles des sites métalliqueconstruits dans le modéle EcFu&Pa et zoom sur ces sites
Site 1 ; le M" est chelaté par les cystéines C93 et C96 (anont&tFur)
Site 2 ; les ligands sont D89, H125, H87 et E108.
Site 3 ; le M" est coordonné ici par les histidines H33, 88 e¢t9@ glutamine E81.
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Le protocole d’AADM est appliqué comme précédemnaseic la conformation du
peptide pFl et la nouvelle conformation optimisée laeprotéine « métallée ». Les
parametres d’amarrage d’optimisation utilisés dest suivants : 40 pour la taille de la
population initiale, 15000000 pour le nombre maXim@&valuations d’énergie avec 30
conformations finales sur la grille EcFurG3 (Tabldd.3). La meilleure conformation,
obtenue avec uAG de - 20,2 kcal/mol et une constante Ki = 2 fMn{fe molaire) est

montrée sur la Figure I11.24.

Figure 111.24: Amarrage du peptide pF1l sur EcFuréPa « métallée »Les ions métalliques ne sont pas
montrés sur cette figure

De facon intéressante, le peptide s’amarre suprtdéine lorsque celle-ci est
« métallée » avec une meilleure affinité qu'’il eddisait sur la protéine Apo.

Pour comprendre pourquoi cette affinité est meidegue celle trouvée avec la
conformation précédente, non « métallée », il fzhgerver les énergies d’interaction des

deux amarrageg4bleau lll.%t Tableau III.6 ci-dessous.

Résidus pF1 E iner (kcal/mo
R1 -15
W3 -21,5
R5 -19,2
Y6 -18,2
D13 -17

Tableau 111.6: Energies d'interaction > -10 kcal/mol entre les acides aminés de pF1 etgeotéine
EcFur€Pa « métallée ».
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Les interactions de I’Aspl13 du peptide ont étéefment améliorées dans le cas de
la protéine métallée. La grande différence vieriddai repositionnement de pF1l qui se
rapproche du domaine Nter. Les chaines latéraleséastdus-ligands du site métallique de
la protéine étant réorientées vers le site a &epdptide a trouvé d’autres résidus de la
protéine vers le domaine Nter pour interagir. Lastarction des sites métalliques a donc
permis de réaliser un modele plus réaliste de déepre qui donne des amarrages encore

plus favorables.

Nous venons de mettre en évidence l'apport deenapproche AADM avec

I'amarrage de pF1 sur le modele Ec&ra.

[ll. B. 6] Conclusion sur la méthodologie

Dans ce premier chapitre de la partie théorigoesravons décrit les principes des
méthodes de simulation et d’amarrage moléculaire@ant au passage les programmes
utilisés au cours de cette étude. Ainsi, nous awandes programmes CHARMM et
AutoDock utilisés respectivement pour les minimi@as d’énergie et les amarrages
moléculaires. Nous avons décrit I'approche combidastdeux programmes permettant
d’optimiser l'amarrage des peptides sur la protélagr et montré le processus
d’optimisation a travers I'exemple de I'amarrage pkeptide pF1 sur le modéle EcFur
construit a partir de la structure de Pa : E€FRBa. Les résultats obtenus avec I'approche
décrite sont cohérents avec les résultats expéranerantérieurs sur lesquels ces travaux
théoriques s’appuient. Cette approche peut doecvétide. Précisons que la mise en place
de I'approche ADDM a été nécessaire car il n’y ipas de logiciel de « docking » adapté
pour des peptides de cette taille. Elle a été qpgé par la suite pour obtenir 'amarrage de
tous les peptides sur les différents modéles d’EcBustruits. VcFur étant la protéine la
plus proche d’EcFur et dont la structure est didpleninous allons présenter les résultats
d’amarrage des peptides pF1 a 3 sur le modele Ke¥ay obtenus avec le protocole
AADM. Plus tard, nous verrons 'amarrage du peppéd sur des protéines Fur d’'autres
organismes, ce peptide étant celui pour lequel nligposons de la plus grande quantité

d’'informations expérimentales.
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. C| AMARRAGE des peptides sur le modele
EcFurkVc

lll.C.1] Le modele EcF¢rVc

A la parution de la structure de VcFur (Sheéthal.2009) qui présente une meilleure
similarité avec EcFur, un nouveau modéle par hogiela été construit avec MODELLER :
EcFur-Vc. Rappelons que nous disposons également deuletise 3D du domaine Nter
d’EcFur seul (code pdb 2FU4) (Pecquetial.2006) que nous avions négligée jusqu’ici. Afin
de voir l'influence de I'utilisation de telle oulle structure sur la qualité du modéle final,
nous avons construit 2 modéles d’Ec&c, I'un a partir de la structure de VcFur seul
(Code pdb 2W57) (Sheikket al. 2009), l'autre a partir de l'alignement de struetur
composées de VcFur et des 2 domaines Nter de Etlufigure II1.25 présente une
superposition des deux modéles obtenus ainsi quetdectures des 2 domaines Nter (2FU4).

Figure 111.25: Superposition de deux modéles d’EcFu&Vc avec la structure du domaine Nter d’EcFur.

En bleu et rouge ; les structures du domaine Ngeladsous-unité A et B d’EcFur respectivemetn Gris, le
modéle EcFuéVc a la fois a partir des deux domaines Nter deolas-unité A et B (code pdb et de la structure
de VcFur (Code pdb 2W57) (Sheikdt al. 2009). En orange, le modéle construit a partir de la strecde
VCcFur.
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Cette figure montre que les deux modeles par hogiwld’EcFur se superposent
parfaitement aux structures du domaine Nter (momesnA et B) (Pecquelet al.2006). La
superposition du « backbone » du domaine Nter daeheoconstruit et de la structure
d’EcFur donne un « RMSD » de moins de 1 A. Celatneoaussi que les domaines Nter de
VcFur et EcFur sont trés proches ce qui valideenotpbdéele. On voit aussi que les résidus
manquant dans la structure de VcFur (résidus 1led 233 a 148) (Sheiklet al. 2009),
modélisés sans homologie, ne sont pas structures.

Le modeéle construit a partir de la seule structigevcFur (fonction de pénalité de
MODELLER = 1576,8) a donc été utilisé pour les <kings » des peptides qui vont suivre.
Les sites métalliques ont été construits comme [goomodele EcFu§Pa. La conformation a
été raffinée par minimisation avec CHARMM avec aestraintes permettant de fixer la
protéine et d’optimiser les ligands autour du gi&talligue. Comme dans la structure 3D de
VcFur, le modéle contient cing hélicaset six feuillets (Sheikhet al.2009). Ce modele a
éte utilisé pour le « docking » des peptides ppEF3 comme nous allons le voir. La boucle
Cter (134-148) du modele d’EcFur a été coupée alvamtarrage des peptides, car non
modélisée par homologie. Les résidus de cette bamit absents dans la structure de VcFur.
Dans le «docking » de pF2, il a fallu garder cditeicle pour obtenir des amarrages

favorables.

lll.C. 2| Amarrage des séquences de pF1 sur EeWwar

lll. C. 2. a]| Amarrage de pF1 entier : RLWCRYPHRBL

L’amarrage optimisé de pF1 sur le modele E€Haa nous donne les coordonnées
initiales du peptide. Le complexe pF1l-Fur est ssurau processus AADM, décrit
précédemment avec une dynamique de 5 ns. Pour chaame », I'énergie d’interaction
entre le peptide et la protéine est évaluée par RMM. Les cinq conformations d’énergie
minimale du complexe sont sélectionnées pour leckidg ». Plusieurs « dockings » en
faisant varier les parametres : nombre d’évaluatiemntaille de la population initiale, ont été
effectués pour chaque « frame » sélectionnée aéibtehir une énergie libre favorable. La
conformation ayant la meilleure énergie libre eéspntée ci-dessous dans la Figure 111.26
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Figure I11.26: Amarrage de pFl sur EcFur€&Vc. Représentation en surface de la protéine, en j&ine
monomere A et en rouge le monomeére B. Le peptitleepsésenté avec ses chaines latérales.

L’énergie libre de la liaison de ce complexe est-88 kcal/mol avec une constante
d’'inhibition de 70 fM. Le peptide pF1l interagit iaussi avec la conformation active de la
protéine, comme I'a montré la spectroscopie duttpyipane (Vitale 2009). Le peptide est
amarré entre les deux domaines Nter du dimere delRnteragit avec les domaines Nter et
Cter du monomeére ce qui est parfaitement en acaved les résultats de double-hybride
(Abed et al.2007) (Vitale 2009). La valeur de I'énergie libre ld@son est Iégerement plus
faible que celle obtenue sur le modéle E&Ba qui est de -20 kcal/mol. Cette petite
différence peut étre due a la disposition des ckd@@rales et/ou aux contraintes stériques
exercées sur le peptide. Les principales intemasti@prés I'amarrage sont montrées sur la
Figure I11.27.
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Figure 111.27: Vue d’ensemble des principales inteactions entre pFl et EcFukVc. Le peptide est
représenté en jaune avec ses chaines latéraléand (taille 3) et la protéine Chaine A et Bspectivement
en vert et rouge, chaines latérales en licoridde(th) VMD (Humphreyet al.1996).

Comme nous venons de la voir sur le modéle E€Ra, le peptide pF1 interagit avec
la protéine principalementia les résidus R1, W3, R5, Y6 et D13. Dans cet argarevec le
modele EcFué&Vc, pF1 interagit favorablement avec les résidua 6, 8 et 13 (énergie
d’interaction < -10 kcal/mol) (Tableau 111.7).

Tableau II1.7 : Energies d'interaction > -10 kcal/mol entre les acides aminés de pF1 etgeotéine EcFur€\Vec.

Résidus pF1 E inter (kcal/mol)
R1 -11,8
L2 -10,5
W3 -24,3
C4 -11,6
R5 -34,8
Y6 -12
H8 -13,3
D13 -13,8

En comparaison avec les valeurs énergétiques Hdledia Ill.6, on constate que les
interactions du peptide ont changé. Certaines e rsoforcées tandis que d’autres se sont
affaiblies. Ces variations sont dues a un Iégengbment conformationnel du peptide lors de

'amarrage. En effet, la boucle peptidique situdtreeles résidus 7 et 13, est différente dans
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les deux amarrages de pF1 sur E€FBa et ECFU&Vc et cela a peut-étre joué sur I'énergie
libre AG observée.

L'analyse des liaisons hydrogenes entre le pemida protéine apres un raffinement
par minimisation d’énergie (100 pas de SD suivi@0 pas d’ABNR) avec CHARMM avec

un « cutoff » de distance de 2,4 A et d’angle d&° Bt présentée sur le Tableau I11.8.

Peptide Einter (kcal/mol) Protéine
Résidus Atomes Résidus Atomes
R1 HH12 -2,1 D64 (A) OoD2
HH22 -2,8 D64 (A) OoD2
(0] -3,3 G75 (B) H
L2 0 -3,1 E74 (B) H
w3 H -2,5 N72 (A) (0]
o} -3,4 N72 (A) H
HE1 -3,6 Y130 (B) OH
c4 H -3,2 N72 (B) o}
(0] -3,4 N72 (B) H
R5 H -3,6 N72 (A) (0]
HH21 -6,4 Y130 (A) OH
o) -3,5 E74 (A) H
HH11 -3,1 5126 (B) oG
HH12 -6,4 Y128 (B) OH
HH22 -3,9 5126 (B) oG
Y6 OH -6,7 R70 (A) HH21
H8 0 -4,1 R70 (B) HH11
T12 HG1 -4,7 Y56 (A) OH
D13 OoD1 -4.,5 R57 (B) HH11
0 -6,7 R57 (B) HH21

Tableau I11.8: Energies d'interaction entre atomesde pF1 et VcFuréVc formant des liaisons hydrogénes.
Les résidus et atomes de la protéine sont colaré&r et en rouge respectivement pour le monorhée¢B.

Les atomes HH, HG et OG sont des notations destg{somes des chaines latérales dans CHARMM (voir
Figure 111.26).

Nous venons de voir dans le Tableau IIl.7, lesgias d’'interaction des résidus de
pF1 interagissant fortement avec la protéine. &s&dus de la protéine intervenant dans la
liaison avec le peptide sont illustrés dans le dabllll.8. Ces résidus protéiques contribuant &
I'interaction avec pF1 par des liaisons hydrogesm# lesY56, R57, D64, R70, N72, D64,
E74, G75, S126, Y128et Y130. Les énergies dinteraction des résidus protéiques
interagissant essentiellemerid le « backbone »E74, N72, G75sont faibles comparées aux

interactions des chaines latérales.

Les résidus protéiques qui interagissent donefieent avec pF1l par leurs chaines

latérales sont :
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* D64 qui interagit avec R1 ou D13 de pF1

* R57 interagissant avec D13 de pF1

* R70 qui interagit avec Y6 de pF1

* Y56 interagissant avec T12 de pFl. Cette tyrosinaitaété identifiece comme
interagissant avec les bases de 'ADN (Esal.2005).

e Y128 et Y130 qui interagissent avec pF1.

* Y130 interagit avec W3 de pF1

» S126 avec R5 de pF1.

Nous allons maintenant voir les amarrages desswéquences tronquées et/ou
mutées de pFl avec EcKd¥c et pouvoir comparer les résultats avec ceux tesss

expérimentaux.

lll. C. 2. b| Amarrage de séquences tronquées-de p

Afin de vérifier 'importance des interactions gE1l proposées et aussi pour prédire
les mutations a effectuer dans les tests d'actibitchimique, nous avons réalisé des
amarrages des peptides tronqués/mutés de pFl sundele EcFuéVc. Le Tableau I11.9
résume les résultats des séquences de pF1 quinbtibEurin vitro dans les tests d’activité

biochimiques (confére chapitre II).

Notations séquences pFl AG (kcal/mol) Ki (pM)
pF1 (1-13) RLWCRYPHPPLTD -19 0,007
PF1(1-10)  |RLWCRYPHPP 18 0,07
pF1 (1-9) RLWCRYPHP -17 1
pF1 (1-8) RLWCRYPH -17 1
oF1 (2-9) LVWCRYPHP 145 24
oFL (3-9) VICRYPHP 13 395

Tableau I11.9: Récapitulatif des énergies libres et constant@shibition calculées de séquences

tronquées de pF1l interagissant avec le modelerBe¥a

Tous ces amarrages montrent que le peptide inttéaagrablement dans le site actif
d’EcFur que nous venons de voir (Figure 111.26 iguFe 111.27). L'énergie libre de liaison est
inférieure a -12 kcal/mol pour toutes ces séquenices residusV3, C4, R5, Y6et H8

contenus dans la séquence pF1(3-9), interagissdetrfent avec la protéine (Tableau I11.7).
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On avait montré expérimentalement que cette séguétiait la plus petite pour inhiber EcFur.
Lorsqu’une mutation touche a I'un de ces résidapgptide n’inhibe plus la protéine (confére
chapitre Il). De plus, les expériences biochimigoesmontré que les résidedl-L2 et P10-
D13 ne sont pas indispensables pour inhiber la pretdie la méme facon, lorsqu’un des
résidusW3, C4, R5, Y6et H8 est absent dans la séquence de pF1, I'énergedibidiaison
avec la protéine diminue Ces résidus sont doncitng®rtants pour l'interaction avec la
protéine comme nous venons de le voir dans cedtatssule « docking ». lls sont aussi
indispensables pour inhiber I'activité de la pro&&comme on I'a vu dans les résultats des
tests biochimiques. Ces résultats d’amarrage despFla protéine sont donc en accord avec
ceux des expériences biochimiques réalisées. Tmsitela séquence pF1(1-8) interagit
favorablement en théorie avec Fur avec une énébgeede liaison identique a celle obtenue
pour le peptide pF1(1-9). Or pF1(1-8) n'est padsfastpérimentalement. Le « docking »
prévoit donc une affinité forte de pF1(1-8) pourr i n'a pas été confirmée par les
expérience vitro. Les tests biochimiques indiquent que la proP®ede pF1 est essentielle
a l'inhibition de la protéine. La Figure 111.28 @&nte I'amarrage de pF1(3-9) qui est donc la

séquence minimale active de pF1 (sept acides ajninés

Figure 111.28: Amarrage de pF1(3-9) sur EcFur&Ve.

Cet amarrage a une énergie libre de liaison d&eaBmol, tres favorable, compatible

avec les résultats biochimiques comme nous venoles\ag.
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. C.3] Amarrage de pF2 sur EckdY/c

[ll. C. 3. a] Conformation de pF2 entier : RQCNIE&LYSY

Le modele du peptide pF2 utilisé, provient dedaformation optimisée de I'aptamére
F2 construit par CHARMM, comme il a été expligu&gdemment a la page - 165 -. Le
modele de I'aptameére F2 et le peptide pF2 qui eexsait sont montrés sur la Figure 111.29,

ci-dessous.

N4
R1
3 15 C6
Q2 _
P io 4
e —~vow 0 Z G7
> Gruio A8
= S9
\ \:‘: . Pl.l.nker \l
EF“—/ (:'I.inlncr " )
65/ s
Y13

Figure 111.29 : Modéle de I'aptamére F2 et extracton du peptide pF2 (rotation 180°).
A gauche, le modéle de I'aptamére F2 construip@ihosé par CHARMM. A droite, le peptide pF2, eriblest
extrait avec le « linker ». Les résidus de la ségeeet les liaisons hydrogénes sont représentés.

La conformation du peptide montre un feuiltentre les résidus R1 et C6 et une
boucle non structurée des résidus G7 a Y13. Cetttoanation du peptide pF2 a été utilisée
pour 'amarrage sur EcF&tVc. Les premiers « dockings » ont montré statigiigant une
interaction favorable avec les grilles FurEcGsyetEc 2 (Figure 111.18 et Tableau III.3),
c’est-a-dire sur le domaine de dimérisation etesl#s deux monomeres. Les optimisations de

I'amarrage se sont focalisées sur cette zone.
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[ll. C. 3. b| Amarrage de pF2 sur Eckt¥c

Il n'a pas été évident de trouver un amarrage fMerpour ce peptide, qui pourtant

est plus actif expérimentalement. Et ce, pourdésons suivantes :

- Nous n'avions aucune information sur la configunatde la protéine, active ou
inactive sur laquelle les activités inhibitrices @2 a pF4 s’exercent. Les
« dockings » ont donc été réalisés sur les deumdsrde la protéine. Ce qui fait un
nombre important de calculs a effectuer.

- Les expériences de métallation ont montré une graftinité de pF2 pour le
cobalt (Vitale 2009). Or, le logiciel utilisé poliamarrage ne reconnait pas les
sites métalliques que nous avons construits. Rappajue nous construisons le
site métallique uniquement pour orienter correctanes ligands du métal.

- Les amarrages ne sont pas effectués sur une seumbanpléte de la protéine.
Effectivement, il manque la boucle Cter (134-148) modélisée par homologie.

Nous expliquions précédemment que I'extrémité Qiesidus 134-148) a été coupée
dans le modéle d’EcFur généré par homologie arpdatVcFur car ces résidus sont absents
dans cette structure. Or, les premiers résultamarirage de pF2 sur Fur montraient que le
peptide pourrait interagir avec la boucle Cter. Pawoir des chances d’obtenir un amarrage
favorable de pF2, un modele construit par homolagec MODELLER ou la boucle (résidus
134-148) est présente, a été utilisé. Cette boudee raffinée par 100 pas de minimisation
SD, suivis de 1000 pas d’'une minimisation ABNR.

Nous avons commenceé I'amarrage de pF2 en partatd déquence pF2(1-6) (pas
testée expérimentalement) structurée en feufl€tigure 111.29. Ensuite, les séquences
correspondant aux 10 et 11 premiers résidus de @&R2gtaient actifan vitro, ont été
construites a partir de la conformation de pF2(ar6arré sur EcFérVc. Les conformations
de pF2(1-10) et pF2(1-11), amarrées dans les gileEcGsy et FurEc_2, ont été utilisées
pour construire pF2 dans sa totalité. Le proced3M8DM a été appliqué avec une DM de 5
ns sur le complexe Fur-pF2. Plusieurs « dockingst>eté lancés en changeant les parametres
du nombre d’évaluations, taille de population aléiet nombre de « runs » pour optimiser les
amarrages. La Figure 111.30 montre 'amarrage den&lleure conformation du peptide pF2
obtenue sur le modéle EcRd¥/c.
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Le peptide interagit avec le domaine de diméusatie la protéine, entre les deux
sous-unités AHiner de -60 kcal/mol) et BEnr de -70 kcal/mol). L'affinité théorique de

I'interaction est estimée a -16 kcal/mol (Ki = p®).

Figure 111.30 : Amarrage de la meilleure conformation de pF2 sur EcFu&Vc. Les sous-unités A et B de la
protéine sont respectivement en rouge et jaureptide est en vert avec ses chaines latérales.

L’amarrage de pF2 sur Fur est trés favoralM@ € -16 kcal/mol), proche de celui de
pF1. Expérimentalement, ce peptide est le plu$ patmi les peptides dérivés des aptameres
peptidigues (confére Chapitre 1l). Le modeéle diatgion proposé, ici, bien que tres
favorable, pourrait étre différent de celui qu'gduys y avoir en réalité. En effet, ce peptide,
ayant une grande affinité pour les métaux, pourraérférer avec la métallation de Fur et
empécher son activation. Ce qui expliquerait sorcaméme d’inhibition tres efficace,
observé expérimentalement. Ce mode d’inhibition pas été pris en compte dans les
protocoles d’amarrage des peptides. Par contr@eptide pF2 ponté par ses C3 et C6 (C3-
C6) et amarré sur Fur, n'a pas l'affinité théorigaspérée pour cette conformation peptidique.
Les aptameres peptidiques ayant été sélectionngsigus interactions avec Fur, le peptide
pF2 pourrait tout a fait interagir avec Fur pounHiber autrement que l'interférence avec
I'activation de la protéine. Les interactions dentarrage de pF2 avec Fur ont été analysées
plus finement par les calculs d’énergies d’intacactavec CHARMM. L’analyse de ces

interactions a lieu apres une minimisation (100 ¢g@a<$SD et 1000 pas ABNR) qui a permis
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une légere structuration de la conformation duidepen hélicat (Figure 111.31). Les acides

aminés présentant une énergie d’interaction avg@edggine Einer) inférieure a - 8 kcal/mol

sont listés dans le Tableau 111.10 ci-dessous.

B|Mode opératoire de I'amarrage

Résidus pF2 E inter (Kcal/mol)
R1 -30,3
Q2 -31,3
S9 -8,7
Y11 -13,1
Y13 -23,4

Tableau 111.10: Energies d'interaction > -8 kcal/mol entre les acides aminés de pF2 et laopéine EcFur&Vce

Ce tableau montre que les résifRls Q2, Y1letY13 de pF2 interagissent fortement
avec la protéineHnr inférieure a - 10 kcal/mol) ainsi que le résiB@ La Figure 111.31 ci-
dessous montre une vue générale des interactignsaiavec la protéine EcFur.

Les atomes de pF2 et Ecktvc formant des liaisons hydrogenes sont résumeés ldan
Tableau II1.11.

Peptide Einter (kcal/mol) Protéine

Résidus Atomes Résidus | Atomes
R1 H 2,8 S126 (A) 0G
HE 1,7 E81 (A) OE1

HH12 -5,7 H86 (A) 0
HH21 -3,5 E81 (A) OE1

HH22 -5,4 Q84 (A) o)

0 4,7 Y130 (B) HH

Q2 H -3 R70 (A) 0

OE1 -3,2 N72 (A) H

OE1 -5,3 Y128 (A) HH

o) -3,3 R70 (A) H

HE21 -4,7 F73 (B) 0

HE22 -3,1 N72 (B) 0
S9 0 -3,5 T123 (A) HG1

Y11 HH -5,2 C138 (B) 0
Y13 H 2,5 E140 (B) OE

OH -1,6 D141 (B) H

OH 2,9 E142 (B) H

HH -5,3 R139 (B) 0

Tableau 111.11: Energies d'interaction entre atomes de pF2 et EcFu&Vc formant des liaisons
hydrogénes.Les résidus et atomes de Fur sont colorés en veytige respectivement pour le monomeére B et A.
Les atomes HH, HG et OG sont des notations des tyatomes des chaines latérales dans CHARMM.

Les deux premiers résidus de pFR1 et Q2 interagissent tres fortement avec Fur
dans ce modele d’amarrage. Expérimentalement, agaas vu également l'effet de ces

résidus sur les valeurs djgdes séquences pF2(2-10) et pF2(3-10), ne contgaantes
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deux résidus. Ces deux résidus semblent interagerhent sans étre essentiels pour inhiber
Fur, d’aprés cette comparaison. De plus, ces deigbes aminés agissent dans la méme zone
que le résidlR5 de pF1. Par contre, les troncations des réstdiiset Y13 sont bénéfiques
pour l'activitéin vitro de pF2. Or, ces deux derniers résidus interagissesi fortement avec
la protéine, d’apres les calculs. Signalons querésislus de pF2Y11 et Y13 interagissent
avec la boucle (134-148), absente de la structtiieé@ pour construire ce modele de Fur.
Ces interactions stabilisatrices avec la boucler,Qtar le calcul, pourraient donc étre
artefactuelles. Le modéle prédit ici peut ne pas & conformation que le peptide et la
protéine adopterih vitro. Ces interactions des résidus Y11 et Y13 de pE2 &ur pourraient
également étre a l'origine du changement confoonagl observé sur le peptide pF2. La
conformation du peptide amarré a beaucoup changéapgaort a celle d’avant 'amarrage
(Figure 111.29). Le peptide passe ainsi d’'une comfation ou pF2 comporte un feuill@tentre

les résidus R1 et G7 a une configuration ou pF2iesinhune hélicamentre les résidus (15 et
L10 Figure 111.29). Ces changements de conformatgmmg intervenus apres les divers étapes

de dynamique du complexe en vue d’améliorer I'éiedigre de liaison du peptide.

Figure 111.31: Vue d'ensemble du « docking » de pF23ur la protéine EcFuré&Ve.
Les sous-unités A et B de la protéine sont respamient en rouge et vert, le peptide est en jaues.chaines
latérales de pF2 sont en licorice (taille 3), cetle la protéine en licorice (taille 1).

- 198 -



Chapitre 111 B|Mode opératoire de I'amarrage

lll. C. 3. c| Amarrage des séquences tronquégs-de

Comme pour le peptide pF1, plusieurs mutationss danséquence de pF2 et des
peptides tronqués ont été testées. Nous avonsééddis amarrages des peptides pF2 plus
courts sur le modele EcF&iVe en utilisant le procédé AADM. Le Tableau lll.i&sume les

résultats d’amarrage pour les séquences de pFRpdanmontré qu’elles inhibent la protéine
Furin vitro.

Notations séquences pF2 AG kcal/mol) | Ki (nM)
pF2(1-13) | RQCNICGASLYSY | -16 1,9. 10
pF2(1-11) | RQCNICGASLY | -11,85 2,07
pF2(1-10) | RQCNICGASL -11,64 2,94
pF2(2-10) | QCNICGASL -7,13 5,94. 10
pF2(3-10) CNICGASL -2,82 8,6. 10

Tableau 111.12: Récapitulatif des énergies libres et constantes dhibition calculées de séquenc

tronquées de pF2 interagissant avec le modéle EaFVc

Ces résultats semblent montrer une fois de pleslegirésidufRl, Q2, Y11 et Q13
sont importants pour 'amarrage des séquences témsqde pF2. Ces peptides tel que la
séquence minimale de pF2 activevitro sur la protéine EcFur : pF2(3-10) CNICGASL
s’amarrent dans la méme région que pF2 entieu(€igl.32). L'énergie libre de liaison de
pF2(3-10) est seulement de -2,8 kcal/mol, ce quires faible quand on sait que pF2(1-13) a
une énergie libre de liaison de -16 kcal/mol. Cdtible affinité pour la protéine est
probablement due a I'absence des résiiRls Q2, Y1llet Q13 qui interagissent fortement
avec la protéine. Expérimentalement, on a trouvé babsence de ces résidus affecte
fortement la valeur de I'l€g qui passe de 6 UM pour pF2(1-13) a 75 uM pour D). Ces
résidus pourraient donc étre impliqués dans l'adBon et l'inhibition de la protéine mais

peut étre qu’ils ne réagissent pas de la facongség
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9 L

Figure 111.32 : Amarrage de pF2(3-10) sur EcFu&Vc. Le monomeére A en rouge et B en vert, la boucle Cte
(134-148) de la protéine en bleu et le peptideaeing avec ses chaines latérales.

On remarque également dans les Figure 111.32 airEi¢jl.31 que pF2 interagit avec
des résidus de la protéine qui interagissaienti avex pF1l. C'est le cas des résidig0,
N72, S126, Y12&tY130, des résidus d'ailleurs tres conservés chez ldl&aRur.

lll.C. 4] Amarrage de pF3 sur EckdY/c

[ll. C. 4. a] Conformation du peptide pF3 : ETCKE&QVWRHS

Le modele de l'aptamere F3 et du peptide pF3equést extrait sont montrés sur la
Figure I11.33.

La conformation initiale du peptide pF3 utilisé@yent de I'aptamere F3 construit et
optimisé par CHARMM, comme il a déja été expliquég&demment a la page - 165 -. Il n’y
a pas de structuration particuliere comme dansdeformations de pF1l et pF2. Les premiers
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amarrages montrent que ce peptide peut étre cobleamant amarré en utilisant les grilles
FurEcGsy et FureEc_2 (Tableau 111.4 et Tableau ))IrBais difféeremment du peptide pF2 que

nous venons de voir.
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Figure 111.33: Modele de I'aptamére F3 et extraction du peptide pF3.
A gauche, le modéle de I'aptameére construit etnoigé par CHARMM. A droite, le peptide pF2, en bkt
extrait avec le « linker ». Les résidus de la sdgeeet les liaisons hydrogenes sont représentés.

lll. C. 4. b| Amarrage de pF3

Pour obtenir I'amarrage du peptide pF3, nous partde I'amarrage optimisé de
pF3(1-10) sur le modele EcR&Pa, comme coordonnée initiale du peptide. Le peptid
s’amarrait sur un seul monomere de la protéineadimpde la conformation de pF3(1-10), le
peptide entier pF3(1-13) a été construit en rajuuts 3 acides aminés Cter avec CHARMM.
Le complexe pF3-EcFé&Vc a été soumis au processus AADM. Les cing meigu
conformations ou pF3(1-13) interagissait favoraldem avec la protéine ont été
sélectionnées. Plusieurs « dockings » en faisargndas parametres du nombre d’évaluations
et de taille de population initiale, ont été eftedst pour chaque « frame » sélectionnée afin
d’obtenir une énergie libre favorable. La conforioatayant la meilleure énergie libre est

présentée sur la Figure 111.34.
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Figure 111.34 : Amarrage de pF3 sur EcFur&Vc. Représentation en surface de la protéine : en jéne
monomere A et en rouge le monomeére B. Le peptitleepsésenté avec ses chaines latérales.

L’énergie libre de liaison de ce complexe est #é kcal/mol avec une constante
d’'inhibition de 994 fM. Le peptide pF3 interagiteggue exclusivement avec un seul
monomere : sur la Figure 111.34, la sous-unité B feuge). En effet, I'énergie d’interaction
calculée est de -138 kcal/mol pour le monomeére Beelement de -12 kcal/mol pour son
homologue A. On peut avoir une vue plus détaillés esidus de pF3 et de la protéine qui

interagissent sur la Figure 111.35 ci-dessous.
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Figure 111.35 : Vue d’ensemble des principales inteactions entre pF3 et EcCFu&Vc. Le peptide est
représenté en jaune avec ses chaines latéralelcenice » (taille 3) et la protéine monomeérest/Be
respectivement en vert et rouge, chaines latéesleslicorice » (taille 1).

Le peptide pF3 interagit avec une forte affinds(= -16 kcal/mol) a la fois avec le
domaine de liaison a ’ADN et le domaine de dinmgdran de la protéine, ce qui est en parfait
accord avec les résultats des tests double-hylstitleles domaines protéiques de EcFur
réalisés par Nadia Abed (Abed et al. 2007). Lesradtions de pF3 avec Ecka¥c ont été
évaluées avec CHARMM par le calcul de I'énergiaidraction et nous présentons dans le
Tableaull.13 les acides aminés de pF3 liant fortement les wésdk la protéine (énergie

d’interaction < -10 kcal/mol).

Résidus pF3 Einter (kcal/mol)

T2 -13,2

K4 -19,1

C5 -11,9

Q8 -15,3
W10 -13,5
H12 -13,5
SER13 -28,0

Tableau 111.13: Energies d'interaction > -10 kcal/mol entre les acides aminés de pF3 etgeotéine
EcFur€Ve.
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Ce tableau montre que les résidlia, K4, C5, Q8, W10, H1l2et S13 sont trés
importants dans I'amarrage de pF3 présenté sufitese 111.34 et Figure 111.35. Ces résidus
sont tout au long de la séquence du peptide. Reutséra-t-il difficile de trouver une séquence
minimale peptidique active sur la protéine Fur Rl&ment deux séquences tronquées de pF3
ont été testées expérimentalement : pF3(3-13) &tlpFl). La séquence pF3(1-11) étant active,
les résiduss13etT12 ne doivent pas étre indispensables a I'activitgeiptide. Or, ces résidus
interagissent tres fortement avec la protéiBg«( = -28 et -13,5 kcal/mol respectivment).
Comme pour pFl et pF2, il se pourrait que certapegsidiques aient une forte interaction
avant la protéine mais ne soient pas vraiment jregisables pour inhiber la protéine.

Les atomes de pF3 qui établissent des liaisonolggdes avec EcFur ont été analysés
par CHARMM, afin de connaitre les résidus de ladire qui sont impliqués dans l'interaction
avec le peptide. L'analyse a été effectué aprésffimement (SD 100 pas et ABNR 1000 pas)
du modéle du complexe EcFur-pF3 précédent avecauoi » de distance de 2,4 A et d’angle

de 120°. Les résultats sont présentés dans ledlablel4.

Peptide pF3 Einter (kcal/mol) Protéine
Résidus Atomes Résidus | Atomes
T2 0G1 -2,2 Q85 (B) HE21
HG1 -5,2 Q84 (B) @)
o] -3,4 N124 (B) HH22
K4 H 2,1 E74 (A) OE2
HZ1 -5,3 D64 (B) @)
Hz2 -6,5 V68 (B) (@)
HZ3 -5,0 T69 (B) 0Gl1
C5 o] -2,0 G75 (B) H
o] -2,4 G76 (B) H
H -3,6 R70 (B) @)
Q8 H -3,4 Q63 (B) @)
HE21 -3,3 N60 (B) (@)
HE22 -2,2 D63 (B) OD?2
W10 HE1 -2,9 F62 (B) 0G
H12 o] -5,3 R19 (B) HH11
S13 H -3,3 L8 (B) @]
oG -5,0 R19 (B) HH12
HG -5,3 K14 (B) @]
0 2,7 L13(B) H
o) -2,8 K14 (B) H

Tableau 11l.14: Energies d'interaction entre atomes de pF3 et EcFus&Vc formant des liaisons
hydrogénes. Les résidus et atomes de la protéine sont colanégeg et en rouge respectivement pour le
monomere A et B. Les atomes HH, HG et OG sont déstions des types d’atomes des chaines latérales d
CHARMM.
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Nous retrouvons les résidd®, K4, C5, Q8, W10, H12et S13du peptide pF3 qui
interagissent fortement avec la protéine. Ces aca@nés qui interagissent avec les résidus
d’EcFur en formant des liaisons hydrogenes (conféréableau ci-dessus). Cet amarrage
montre que pF3 interagit sur les deux domaines Bltefter d’'une sous-unité d’EcFur, en
formant des liaisons hydrogénes le long du mononége principaux résidus de la protéine
qui interviennent dans l'interaction pF3 dans calale sonK14, R19, R70, T69, V68, D64,
Q84, sans exclure les acides aming$24 et S126 du domaine de dimérisation de Fur
(Tableau 111.14) Einer > -3,6 kcal/mol). On retrouve une fois de plus desidus de Fur qui
interagissaient avec les peptides pFl et pF2 ; eRAD, D64, S126 Ces résidus de la
protéine semblent délimiter une zone dans la pretdui serait sensible a la perte d’'activité
de Fur lorsque les peptides interagissent avemlgipe.

Nous allons maintenant voir les amarrages desfwéquences tronquées et/ou

mutées de pF3 avec EcRuYc.
lll. C. 4. c| Amarrage des séquences tronquegs-de
Ces séguences proposées ici n'ont pas encoreséé@s expérimentalement. Ainsi, les

amarrages et les valeurs A& permettront de prédire de prochaines mutatioas.resultats

sont listés dans [€ableau 111.15 ci-dessous.

Notations séquences pF3 AG (kcal/mol) Ki
pF3 (1-13) ETCKCGSQUVWRHS -16 994 fM
pF3 (1-11) ETCKCGSQUWR -11,7 2,5nM
pF3 (1-10) ETCKCGSQVW -12,2 1,5nM
pF3 (1-9) ETCKCGSQV 9,5 105,8 nM
pF3 (1-8) ETCKCGSQ -8,7 434,7nM
pF3 (2-13) TCKCGSQW\RHS -18,2 42 M
pF3 (3-13) CKCGSQUVWRHS -16,8 474 M
pF3 (4-13) KCGSQW\RHS -14,9 12,4 pM
pF3 (5-13) CGSQV\RHS -12,9 356 pM

Tableau Ill. 15: Récapitulatif des énergies libres et constantes dhibition calculées pour des

séquences tronquées de pF3 interagissant avec ledéle EcFur>Vc

Dans ce tableau résumant les amarrages des séquimpF3, tous les résidus ont été
enlevés sauf les acides amiids G6, S7et Q8. Nous avons vu dans le
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Tableaulll.13 que les résidug2, K4, C5, Q8, W10, H12et S13 de pF3 interagissaient
fortement avec Fur d’aprés le calcul des énerdiesecaction du modéle de « docking » de
pF3. Dans le Tableau 111.15, on constate que Iardguroncation touche les résidus Cter de
pF3 ; W10, H12et S13 I'énergie libre de liaison diminue fortement, gpast de -16 kcal/mol
pour pF3(1-13) a -8,7 kcal/mol pour pF3(1-8), q@sh d'ailleurs pas tres favorablaG > -

10 kcal/mol). Cela indique une tres forte contritmitde ces résidus Cter de pF3 dans
I'interaction avec la protéine dans le modéle d’aage proposé. Contrairement aux résidus
Cter, les troncations touchant les résidus Ntegsamblent pas étre importantes dans I'affinité
du peptide pour la protéine. La troncation du restdude pF3 améliore I'énergie libre de
liaison du peptide, comme si ce résidu affectagatigement l'interaction avec la protéine.
Comme nous l'avons vu dans le chapitre |l, expémiaement, les séquences tronquées de
pF3: pF3(1-11) et pF3(3-13) ont été testées. haesice pF3(3-13), testée une seule fois ne
semble pas inhiber la protéine. Par contre, laedcpipF3(1-11) a inhibé Fur dans 2 cas sur 5
avec un IGy proche de 150 uM. Quand on sait que le peptidé1pE3) inhibe Fur avec un
IC50 de 30£17 uM, cela montre tout de méme I'efet résidusil2 et S13dans l'inhibition

de la protéine. Il faudra plus de tests biochim#gsgr ces séquences de pF3 pour affiner nos

conclusions.

[ll. C.5] Conclusions et discussions sur les aag@s des peptides

pF1 a pF3 sur le modéle EckuYc

Pour prédire 'amarrage des peptides pF1l a pF3asprotéine EcFur, nous avons
construit des modéles par homologie avec les strestde Fur disponibles avec le logiciel
MODELLER. Les modeéles générés et choisis ont él@és par une superposition des
domaines Nter des modéles et de la structure 3Riatnaines Nter d’EcFur disponible
(Pecqueur et al., 2006). Les amarrages ont d’atbélodté avec le modele construit a partir de
la premiére structure de Fur décrite : PaFur (Pethlal. 2003) qu'on a nommé/noté
EcFurk-Pa : pourcentage de similarité avec EcFur 77% dmrsquence, mais seulement
66% d’homologie dans la structure. Ce modéle E€fRa a permis de mettre en place une
méthodologie permettant de prédire 'amarrage desiges de 13 acides aminés issus des
aptameres peptidiques. Compte tenu de la diffiquotdr obtenir des énergies libres de liaison
favorables dans les « dockings », a cause surmla drande flexibilité des peptides, nous
avons utilisé une approche que jai nommée AADM,rp@uarrage moléculairesaisté par
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dynamique_roléculaire, qui consiste a prendre un modele d’sager Fur-peptide obtenu
avec amarrage moléculaire automatique (AutoDockéy de récepteur fixe et de soumettre
ce complexe a une dynamique en solvatation impligitéthode EEF1) puis de sélectionner
les «frames » ou le peptide interagit favorablemavec la protéine (R < 0). Ces

« frames » avec de nouvelles orientations desiebdatérales de la protéine et de nouvelles
conformations du peptide ont servi de point de dépade nouveaux amarrages avec
AutoDock4.2. Cette étape peut étre répétée plusiis jusqu’a convergence (conformation
du complexe Fur-peptide ouM& n’évolue plus).

Nous avons montré dans un premier temps un exeanwple pF1l ou nous optimisons
'amarrage du peptide sur la protéine EcFtra avec les différentes stratégies utilisées.

A la parution de la structure 3D de VcFur (Sheithal. 2009) qui présente un
pourcentage de similarité avec EcFur de 91% dasédaence dont 82% ont été utilisés pour
I’'homologie, donc beaucoup plus proche d’EcFurnaanveau modéle, noté EcRuk/c, a été
construit. Les amarrages des peptides pFl a pF&téntepris sur ce modele, représentant
mieux la protéine EcFur. Les deux modeles d’EcRanté&res semblables, les conformations
des peptides déja amarrées sur le premier moddéter&E®a, ont été réutilisées pour le
deuxieme modele EcF&iVe. Les amarrages des peptides sur ce dernier m@tda@ht plus
compatibles avec les résultats expérimentaux, dét p¥ésentés comme les modeles

d’interaction des peptides pF1 a pF3 sur EcFur.

Parmi les modeles d’amarrages présentés, ceux Fde spmblent étre les plus
cohérents avec les tests expérimentaux. Cela edtalplement di0 a un nombre assez
important de données expérimentales. En effet, labldoapproche étant validée par les
résultats expérimentaux, cela a permis d’affinerdmarrages de pFl. Le fait de savoir que
pF1 interagit sur la forme métallée de Fur a ét@guamd pas dans la prédiction du modele
d’interaction de ce peptide avec la protéine. Nmogvons aussi les meilleurs amarrages des
autres peptides pF2 et pF3 sur la forme métalléé&wemais il faudra des expériences
pratiques pour confirmer ces prédictions théoriques

Voyons a présent dans la quatrieme partie de apitch, 'amarrage de pF1 sur les

autres protéines Fur.
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lll. D] Amarrage du peptide pF1 sur les autreséneis
Fur

Dans cette section, nous présenterons I'amarrageptide pF1 sur d’autres protéines
Fur pour lesquelles nous connaissons la structufeu enous avons des données
expérimentales. Ces amarrages nous donnent d’iergest informations sur la spécificité de
I'interaction du peptide pF1 pour EcFur. Nous allorappeler brievement les résultats
expérimentaux a notre disposition concernant IfatBon des aptameéres peptidiques sur les
protéines Fur d’autres organismes. Par le testlddubride, nous savons que les aptameres
F1, F2 et F3 sont spécifiques d’EcFur. L'aptamedepeéut interagir également avec les
protéines Fur deYersinia pestis(YpFur), Vibrio salmonicida (VsFur) et Pseudomonas
aeruginosaPaFur) (Figure 111.36).

LexA=Ec:Fur

LexA-YpFur 88 %
LexANsFur 81 7'
LexA-PaFur 59 %
LexA-HpFur 31 %
LexA-SaFur 29 %

Figure 111.36: Matrice d’interaction entre les prot éines Fur de différents microorganismes pathogénes
les aptameéres peptidiques F1 a Fha présence d’'une coloration bleue montre qu'iligtaraction.Les appats
et les proies sont précisés, respectivement a gaetclku dessus de la matrice. Bescherichia coli; Yp :
Yersinia pestis Vs : Vibrio salmonicida; Pa :Pseudomonas aeruginosaHp : Helicobacter pylori; Sa:
Staphylococcus aure(¥itale. 2009).

L’absence de contréle positif (couleur bleue remd@mpte de 'homodimérisation de
la protéine) dans ce test na pas permis de camaancernant l'interaction protéines Fur
d’Helicobacter pyloriiHpFur) et Fur dé&taphylococcus aureSaFur).

Nous allons voir les résultats théoriques d’amarrdg pF1 sur les protéines PaFur, VcFur et
HpFur dont les structures sont connues.
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II. D. 1]  Amarrage sur la structure de PaFur

Pour obtenir I'amarrage de pF1, nous partons atedrrage optimisé de pF1(1-9) sur
le modele EcFu&Vc, comme il a été fait pour les modeles EcFia et EcCFué&Vce. A
partir de cette conformation de la séquence pF)(le®eptide entier pF1(1-13), est construit
en rajoutant les quatre acides aminés Cter avecRIMM. Le complexe est alors utilisé dans
un protocole AADM. Plusieurs amarrages d’optimisatont été réalisés en faisant varier les
parametres du nombre d’évaluations et de taillepaleulation initiale, afin d’obtenir une
énergie libre favorable. La conformation ayant ob&ela meilleure énergie libre de liaison

est présentée sur la Figure 111.37 ci-dessous.

W3 D123 %
; ,,'ﬁ Yo
r R;.L

T12

Figure I11.37: Amarrage de pFl sur la structure de PaFur. Représentation de la protéine, en jaune le
monomere A et en rouge le monomere B. Le peptitleepsésenté avec ses chaines latérales. .

L’énergie libre de liaison de ce complexe est 2it3 kcal/mol avec une constante
d’inhibition de 258 aM (atto molaire), ce qui repeéte la meilleure affinité théorique trouvee
jusqu’ici. Le peptide pF1l interagit comme dans #gres amarrages que l'on a vus a
I'exception qu’ici, la boucle Cter (résidus 10-18¢ pFl interagit avec le monomére A
(Figure 111.37) au lieu du monomere B comme dassalmarrages précédents. L’évaluation de
I'énergie d’interaction entre peptide et protéinee@ CHARMM permet d’apporter plus
d’informations : E inter = -78 kcal/mol avec le mom&re A et seulement -48 kcal/mol avec le

monomere B. Les valeurs résidu par résidu soseptées dans le Tableau 111.16, qui montre
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les acides aminés de pF1 liant fortement la pretémergie d’interaction < -9 kcal/mol dans

ce tableau).
Résidus pF1 Eineer (kcal/mol)

R1 -16,3
W3 -20,5
C4 -9,1
R5 -27

Y6 -20,3
T12 -12,6

Tableau 111.16 : Energies d'interaction> -9 kcal/mol entre les acides aminés de pF1 et lagpéine PaFur.

Ce tableau montre que les résiduRl1, W3, C4, R5, Y&t T12 sont trés importants dans 'amarrage de pF1
sur la protéine. Le changement majeur dans l'interation du peptide provient du résiduT12 qui lie
fortement la protéine dans cette configuration. Das les amarrages précédents de pF1, c'était le résid
D13 qui liait fortement la protéine. Dans cet amarragele peptide a adopté une conformation qui permet
au résiduT12 d'interagir avec les résidusH76, G75et D73 du monomeére A de PaFur. Les atomes de pF1
qui établissent des liaisons hydrogénes avec ceux BaFur sont listés dans le

Tableau 111.17 ci-dessous.

Peptide Einter (kcal/mol) Protéine
Résidus Atomes Résidus Atomes
R1 HH11 7 Y55 (A) OH
HH12 2,1 G75 (A) o)
HH21 4,2 G75 (A) o)
HH22 -6,8 N71 (A) oD1
L2 H 2.4 E62 (A) OE1
W3 H 2,8 R69 (A) 0
HE1 -3,6 D123 (A) oD2
0 -3,6 N71 (A) H
R5 0 5,2 | vizo) | HH
Y6 OH 2,7 N71 (A) HD21
HH 5,8 F72 (A) o)
L11 H 2,9 D73 (A) 0
T12 H 3,1 D73 (A) 0
HG1 -3,4 D73 (A) oD1
0 -3,1 H76 (A) H
D13 0 -1,6 | s | H
C4 o) -4,3 H70 (A) HD1
0 -3,3 N71 (B) H
R5 HH12 5,2 H87 (B) 0
Y6 H 3,5 R69 (B) o)
o) -3,1 R69 (B) H

Tableau 111.17: Energies d'interaction entre atomesde pF1 et PaFur formant des liaisons hydrogéned.es
résidus et atomes de la protéine sont colorés greten rouge respectivement pour le monomereB\ ees
atomes HH, HG et OG sont des notations des tyasrdes des chaines latérales dans CHARMM

Les principaux résidus de la protéine qui intement donc dans l'interaction avec le
peptide dans ce complexe sont les résibs (A), N71 (A), G75 (A), Y129 (A) F72 (A)
H70 (A) H87 (A) et R69 (numérotation PaFur) qui établissent des liaisgsogenes fortes
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(E inter < -4 kcal/mol). Ces résidus avaient déja été idiéstiflans I'interaction de pF1 avec les
modeles d'EcFu&Vc et EcFu&Pa. Cela confirme linteraction de pF1l entre lesixde
monomeres et a la fois avec les domaines Ntereztdetla protéine Fur. D’apres les résultats
expérimentaux précédemment présentés, I'aptaméng’ifteragit pas avec cette protéine.
Mais le modéle d’amarrage prédit une bonne affieitére le peptide pF1 issu de F1 et PaFur.
Il sera intéressant de tester le peptide libre aette protéine et valider ou non ces amarrages
théoriques quand la protéine PaFur, actuellemembars de purification au laboratoire sera
testable. Il se peut que I'aptameéere F1 se compubifteremment du peptide pF1 qui a plus de
liberté pour pouvoir adopter une conformation pnémet une meilleure affinité pour PaFur.
Une vue plus détaillée des interactions du complexe-PaFur est montrée sur la Figure

111.38, ci-dessous.

Y55

Figure 111.38 : Vue d’ensemble des interactions d@F1 avec la structure de PaFur
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. D. 2] Amarrage sur la structure de HpFur

La structure de la protéine HpFur a été publiée2609 par notre laboratoire en
collaboration avec I'EMBL (Diaret al, 2009). Nous disposons de résultats expérimentaux
concernant le test d’activité des peptides lin&aifdous savons que le peptide linéaire pFl
n’inhibe pas la protéina vitro. Nous avons commencé I'amarrage avec la séqudfigd9)..
Comme dans le cas précédent, plusieurs optimisatmisété réalisées en changeant les
paramétres de taille de la population et nombrgadlétion pour optimiser 'amarrage. Malgré
toutes ces tentatives, on n’obtient pas une adfitriégs forte entre le peptide et la protéine. La
meilleure conformation obtenue a une énergie ldwdiaison de -6,5 kcal/mol et une constante
d’inhibition Ki de 18 uM. Ce résultat est en accakac les résultats du test d’activité du peptide
pF1 sur la protéine HpFur. Les valeurs de I'énelibie de liaison et du Ki suggérent qu’il y a
pas d’interactions fortes entre pF1 et HpFur potiirdnber I'activité de la protéine.

En partant de la conformation du peptide pFl(1e®lle du peptide pF1(1-13) est
construite et 'amarrage est réalisé en utilisanpriotocole AADM. La Figure 111.39 ci-dessous

montre une vue d’ensemble des interactions dugepfl avec HpFur.

Figure 111.39: Amarrage de pF1 sur la structure deHpFur. Représentation de la protéine, en vert le monoére
et en rouge le monomére B. Le peptide est repr@sgnfaune avec ses chaines latérales.
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L’énergie libre de liaison du complexe est de -8ckl/mol avec une constante d’inhibition de aM
(micro molaire). Le peptide pF1 interagit toujoursavec les deux monomeres de la protéine, mais ic¢art
entre les deux bringf3 semble trop grand pour stabilisant le peptide. L'éart entre les carbonesx des
Valines 79 de HpFur (équivalent de la R70 conservéez les autres protéines) est de 19,8 A, ici. En
comparaison, cette distance R70-R70 entre monomeresez PaFur (meilleure affinité théorique de pF1)
est de 17,8 A. Ainsi les résidus protéiques qui foraient des liaisons hydrogénes stabilisant le felat B du
peptide pF1 sont éloignés du peptide dans HpFur. Gepourrait expliquer la baisse d’affinité de pF1 pur
HpFur et le manque d’'effet du peptide sur la protéme. Les interactions du peptide avec HpFur sont
résumées dans le
Tableau 111.18, qui montre les acides aminés de @it fortement les résidus de la protéine

(énergie d'interaction < -8 kcal/mol).

Résidus pF1 Einter (kcal/mol)
R1 -9
W3 -8,2
R5 -12
D13 -9

Tableau 111.18: Energies d'interaction > -8 kcal/mol entre les acides aminés de pF1 et laopéine HpFur.

Ici, seulement quatre résidus : R1, W3, R5 et D13teragissent fortement avec la protéine HpFur. Seal

le résidu R5 du peptide lie la protéine avec une érgie d’interaction > a -10 kcal/mol. L’analyse des
liaisons hydrogenes par CHARMM aprés une minimisatn du complexe montre une fois de plus un faible
nombre d'interactions avec pF1 et HpFur. Les atomede pF1 qui établissent des liaisons hydrogénes ave
HpFur sont présentés dans le

Tableau I11.19. .
Peptide Einter (kcal/mol) Protéine
Résidus Atomes Résidus Atomes

R1 HH12 75 N69 (A) OD1

W3 0 -7.5 K137 (A) HZ1

R1 0 -6,8 R87 (B) HH21

W3 HE1 2,1 T82 (B) 0

R5 HE -2,0 D135 (B) oD2
HH11 -8,3 D135 (B) oD1
HH12 -8,2 D98 (B) oD1
HH22 -7.8 D98 (B) OD1

P9 0 -33 | NneoB) | HD22

Tableau 111.19: Energies d'interaction entre atomesde pF et PaFur formant des liaisons hydrogéned.es
résidus et atomes de la protéine sont colorés greten rouge respectivement pour le monomereB\ ees
atomes HH, HZ, OD et OG sont des notations desstgfomes des chaines latérales dans CHARMM

Dans cet amarrage, le peptide pF1 interagit aygeuHprincipalement en ne formant
qgue quelques liaisons hydrogenes avec la protéaserésidus impliqués sont R1, W3 et R5
principalement pour pF1 et les résidus N69, K1398 Bt 135 pour HpFur. Ces résidus de la
protéine HpFur sont les équivalents des résidus NA®28, D89 et S126 chez EcFur,
respectivement. Théoriguement, nous avions vu ase résidus Y128, S126 et 130

interagissaient fortement avec le résidu R5. Ceslug de la protéine sont remplacés dans
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HpFur par les acides aminés K137, D135 et F139 émnaration HpFur). L'absence
d’interaction de pF1 avec ces résidus pourraitigassr dans la perte d’affinité du peptide
pour HpFur. Pour valider ces hypothéses, il fandifiectuer des mutations sur la protéine et

tester 'activité du peptide ou bien suggérer dedlifitations pour augmenter l'interaction.

llI.D. 3] Amarrage sur la structure de VcFur

Nous ne disposons pas d'informations expérimestaler cette protéine concernant
une éventuelle interaction avec pFl pour le momeantitefois, nous savons d'apres les
données de double hybride que I'aptamere F1 nagiepas avec VsFur qui a un pourcentage
de similarité de 98% avec VcFur. On peut s'attendree que ces deux protéines se
comportent de la méme maniere. Partant de cettgsandlamarrage de pF1 sur la structure
de VcFur a été réalisé en utilisant le mode op#&gmidentique aux deux derniers cas. La

conformation du complexe aprés la dynamique eseptée ci-dessous dans la Figure [11.40.

Figure 111.40: Conformations du peptide pF1 et de \¢Fur aprés la dynamique moléculaire

Le peptide pF1 est initialement entre les deux smit®s de la protéine comme dans
les autres Fur, mais, apres le protocole AADM, detgle s’est déplacé. L'énergie libre de
liaison de la meilleure conformation du complexd{PfeFur est seulement de -2,6 kcal/mole
(Figure 111.41), ce qui est trés faible pour desnptexes de cette taille et comparativement

aux amarrages précédents.
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Figure 111.41: Amarrage de pF1 sur la structure deVcFur

Méme si nous n'avons pas de résultats expérimergauX/cFur, par analogie avec
VsFur, nous pouvons prédire que ces deux prot&@eeomportent de la méme fagon. Nous
avons testé cette protéine car sa structure étspbuible et nous avons aussi construit le
modele d’EcFur avec cette structure. Le fait qué pHeragisse favorablement en théorie
avec le modele EcF&frVc et non avec la structure de VcFur est assez esuapt, a priori, et
en méme temps, cela prouve qu’un modéle par honeotwg reproduit pas forcément toutes
les propriétés de la structure dont il est issup@mse que cela peut venir, bien sdr, de petites
différences dans la séquence des deux protéinenoare de I'optimisation de I'amarrage
mais aussi de la distance entre les deux domaitersdd la protéine. Nous en discuterons
dans le paragraphe suivant. Quoi qu’il en soit,attend avec impatience des résultats

expérimentaux sur cette protéine. Les amarragesserg une tres faible affinité théorique.

lll. D. 4] Conclusion sur les amarrages de pFllesiprotéines Fur de

divers pathogénes

Dans les amarrages des peptides pF1, pF2 et pHa gpuotéine EcFur, nous avons
prédit des conformations du complexe pFl-Fur netatient cohérentes avec les résultats
expérimentaux, particulierement dans le cas desrages de pF1l. Nous avons donc réalisé

'amarrage de pFl sur les protéines PaFur, HpFulMafur dont les structures sont
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disponibles. Ces amarrages permettront d’étudispé&ificité de pF1 sur les protéines de la
famille Fur.

Partant de la conformation du peptide amarré sunledeles d’étude EcF&Pa et
EcFur-Vc, nous avons réalisé plusieurs processus d’ogditioin d’amarrage de pF1 sur les
protéines PaFur, HpFur et VcFur, en nous focalisantla grille adaptée FurEcG3, décrite
plus haut. Ces amarrages montrent que le peptideimragit trés favorablement avec la
structure de PaFur, un peu moins avec la stru¢ipfeur et tres peu avec VcFur tandis que
les résultats expérimentaux montrent une interaatiriusive de ce peptide avec EcFur.
Excepté HpFur, ce peptide n'a pas été testé swautss protéines expérimentalement, mais
nous savons que I'aptamére F1 interagit exclusimemeec EcFur et pas avec VsFur PaFur et
HpFur. Nous savons que le peptide pF1 n’inhibel’lpasvité de HpFuiin vitro vitro dans les
conditions de notre tedDans les prédictions d’amarrage de pF1l sur cettipe, I'énergie
libre de liaison est -6,5 kcal/mol ce qui restatigement faible par rapport aux affinités de ce
méme peptide sur PaFur et les modéles d’EcFur, cegpment de -21,3 kcal/mol et - 20,5
kcal/mol. Cette faible valeur d’énergie libre daison pourrait expliquer 'absence d’effet du
peptide sur la protéine HpFur. De méme, par extadipo, on peut s’attendre a ce que le
peptide pF1 ne soit pas actif sur les protéinesivelFVsFur d’aprés ces prédictions.

Les amarrages prédisent aussi une forte affinitgplele pour PaFur et le modele
EcFur-Pa, alors que le double hybride ne visualise paredaction de PaFur avec F1. Il se
peut que I'aptamere F1 se comporte differemmenpeahtide pF1 qui a plus de liberté pour

pouvoir adopter une conformation compatible avambrrage proposeé.

Globalement, les acides aminés de pF1 pourraietié@@mposer en trois groupes :

- Les résidus Nter, R1 a W3, qui constituent unetgpdtoucle et interagissent soit
avec le monomere A, soit avec le monomere B.

- Les résidus de la partie centrale du peptide dudsC4 a H8 dont une partie forme
un feuilletf3 avec les brin2 de la protéine (Figure 111.42).

- Les résidus de la partie Cter du peptide, pouvamet ine hélice ou une boucle,
interagissant aussi selon les protéines avec lemites Nter du monomere A ou
du monomeére B.

La séquence pF1(3-9) étant active sur EcFur, femadi notre attention sur les résidus

C4 aH8 de pF1(Figure 111.42).
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Figure 111.42: Ecart entre les brins B2 des monomeéres A et B et la partie centrale de pRC4 a H8) dans

'amarrage pF1-EcFur€Vc

La capacité du peptide pFl a s'insérer entre léssifs2 de Fur (Figure [11.42)
contribue pour beaucoup a linteraction de pFl ale@rotéine et est probablement a
I'origine de la forte affinité théorique observdlefaut pour cela une distance entre les deux
brins 3 de Fur, favorable a l'insertion du peptide. D’apté résumé du Tableau 111.20, ci-
dessous, il se pourrait que I'écart entre les bfinde la protéine justifie l'interaction
défavorable de VcFur et de HpFur. Le constat est gl interagit mieux avec la protéine
lorsque la distance entre les deux bifg®sest comprise entre 9 et 10,5 A. Lorsque cette

distance est inférieure & 9A ou supérieure a 12)5dteraction du peptide n’est plus

favorable.

IV| Amarrage de pF1 sur d'autres pirmeé Fur

AG Einter (kcal/mol) AB2-BB2 (A)
(kcal/mol)
PaFur -21,3 -126,3 9,5a10,5
EcFur €Pa -20,5 -130,5 9,5a 10
EcFur €Vc -18 -151,8 9a9,5

-217 -




Chapitre 111 IV| Amarrage de pF1 sur d’autres pioe§ Fur

HpFur -6,5 -98 12,5a14,3
VcFur -2,6 -85,2 8,3a8,8
Tableau 111.20: Résumé des affinités de pF1l pour &eprotéines Fur.Le AG est I'énergie libre de

liaison du complexe, calculée avec AutoDock4.E;.lk, est I'énergie d'interaction calculée par CHARMM.

AB2-BPR2 est I'écart entre les brifiR (résidus 69 a 73) des monomeéres A et B de Furnbesec VMD.

Une analyse plus poussée sur les interactions efféiduée avec CHARMM pour ne
pas valider les résultats qu'avec les énergie®dilite liaison d’AutoDock4.2. Pour cela,
protéines et peptides ont été préparés a partiiictesrs de sortie d’AutoDock de typedbqt
(voir annexe) pour étre transformés en fichierstyjee .pdb avec des noms d’atomes
compatibles avec le champ de force « carbones #dendparaml19de CHARMM. Des
contraintes harmoniques de position ont été appdsjséar les atomes du squelette peptidique
du dimére de Fur (constante de force 2 kcal/kpl/ le peptide a été laissé libre. Des
dynamiques de Langevin de 4 ns (coefficient deidricde 5 ps sur les atomes lourds) ont
ensuite été lancées en présence de solvant imrp{itentiel EEF1) sur le peptide seul, la
protéine seule et le complexe peptide+protéindebgérature était fixée a 300 K.

Les résultats des énergies d’interaction moyenneksdynamique sont reportés dans

le
Tableaui.21, suivant.

E(AB)d E(Pep)p | E(Pep-A+Pep-B)c E(Pep)c E(AB)c

dimére peptide complexe
EcFur | -134(8) | 16(10) -114(6) 52 (9) -141 (7)
PaFur | -147(7) 9(10) -80(6) 32 (13) -148 (7)
VcFur | -155(7) 10(10) -64(7) 29 (9) -157 (7)
HpFur | -139(7) 9 (10) -102(7) 42 (9) -138 (7)

Tableau 111.21: Energies d'interactions moyennes (écarts typesegoarenthéses) entre peptide et
diméres de Fur calculées a partir de la dynamigué ds du dimére seul, du peptide seul et du complE(AB)
est I'énergie d’interaction entre les 2 monomemre§dr. Les autres énergies d’interaction sontrequeptide et
peptide : E(Pep) ; entre peptide et monomere ARe((A) ; et entre peptide et monomere B : E(Pep-B).

Les résultats obtenus lors de cette analyse coarfirifinteraction trés favorable entre
pF1 et EcFur et montrent également une bonne oitenaentre pF1 et HpFur. Par contre les
interactions entre pF1 et VcFur sont beaucoup msiabkilisantes, ce qui était déja le cas
apres le calcul d'énergie libre de liaison avecoRaick. Les énergies d'interaction entre les
deux monomeéres de Fur dans les simulations satisl@ég) varient exactement dans le sens

opposé des interactions pF1l-dimere dans le complexe une meilleure interaction entre les
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deux monomeres de VcFur. Ceci rejoint notre angbyéeédente de la distance entre les brins
B2 des deuxmonomeres (voir tableau 2): les deux monomeres ceul/ proches l'un de
l'autre, ont une bonne énergie d'interaction madaissent pas suffisamment de place a
I'insertion du peptide. Le peptide inséré dans EcBemble étre dans une conformation plus
contrainte : en effet, I'énergie de « self-intéoac» E(pep) est sensiblement supérieure a
celle obtenue avec les autres protéines Fur. Mémdé seul, E(pep)p, pF1 semble incapable
de retrouver une meilleure conformation dans lepede la dynamique. Cette observation est
validée par les tests d'activité sur le peptide gflique, donc trés contraint, qui est un bon
inhibiteur d'EcFur.

Il serait intéressant de confronter les prédictiatiamarrage aux résultats de
« peptidisation » en double hybride, les tests éasds avec les peptides linéaires et le
BlAcore. Nous verrons grace a I'étude de la « pigstion » en test double hybride qui est en
cours avec Sophie Mathieu. Ce test avec le ¢igmde la Luciféerase comme « rapporteur »
est en effet beaucoup plus sensible et quantikis il faudrait estimer si 'amarrage de pF1
sur PaFur (Figure 111.37 et Figure 111.38) est catiple avec F1. Cette étude mérite d’étre
réalisée pour connaitre la spécificité de pF1 feakur.
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lll. E| Le criblage virtuel de petites molécules Bur

Dans le but d’obtenir de petites molécules ayl# propriétés thérapeutiques, nous
avons réalisé un criblage virtuel avec des comppsggenant de la base de données ZINC
(Irwin et al. 2005). ZINC est une base de données virtuelle détepemolécules
commerciales, gratuitement disponibles pour lelagié virtuel. Cette base qui comprenait un
peu plus de 700 000 composeés en 2004 contientraljouplus de 13 millions de molécules,

prétes pour le « docking #itfp://zinc.docking.org/ Le serveur Web permet de rechercher et

de présélectionner les molécules en fonction dsiguus criteres de choix. Un des avantages
de cette base est qu'elle dispose de petites mMesous un format directement utilisable
sans une préparation ultérieure par les prograntmesdocking » comme Glide et Gold que

nous avons utilisés.

Dans ce travail, nous avons réalisé deux crilslagetuels, afin de sélectionner
guelques molécules interagissant favorablement h&orie avec la protéine Fur. Ces
molécules constitueront la troisieme génératiommadecules anti-Fur, potentielles « leads »
dans la voie de développement de nouveaux antibiesi
Nous avons utilisé le logiciel d’amarrage Glide deSchrddinger

(http://www.schrodinger.corjy/ un programme sous license payante pour la s@tedes

petites molécules qui interagiront favorablementcdaerotéine Fur. Le programme Glide et
son interface de visualisation MAESTRO fournissemt ensemble de fonctionnalités
permettant la préparation rapide et efficace de&entes avant criblage. Le protocole de
criblage virtuel comprend trois étapes :

1) la préparation de la protéine, 2) la constitutiie la librairie a cribler et 3) la sélection de

petites molécules.

. E. 1] Préparation de la protéine

Nous avons utilisé le modéle d’EcFur construit aipéee la structure de PaFur pour les
criblages qui vont suivre. La protéine doit étregeeusement préparée avant le criblage
virtuel & haut débit. La conformation du meilletmarage de pF1(3-9), séquence minimale
active de pF1 (Figure I11.43) a été choisie comigand par défaut pour définir 'espace a
explorer. Cela permet de limiter la taille de lag@nexplorer, donc le temps de calculs.
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Figure 111.43: Amarrage de pF1(3-9) sur EcFur&Ve

La zone a explorer a été définie pour ressemblargiille FurecG1 (Figure 111.44),

une boite de 40 A de coté centrée sur 'atomelCrésidu C4 de pF1 amarré sur Fur.

Figure 11l.44: Zone a explorer pour le criblage virtuel. La croix centrale situe I'atome G du résidu C4 de
pF1 amarré.

Cette zone a explorer couvre tous les sites daoten de Fur précédemment
identifiés lors de I'amarrage du peptide pF1l. Neecherchons donc des petites molécules
pouvant mimer l'interaction de pF1 avec la protég. L'état de protonation des résidus ;
arginine, glutamates, histidines, lysines et aspestde la protéine, inclus dans I'espace a
explorer, est ajusté avec le programme (conférea)n Les groupements hydroxyles et

thiols de tous les résidus protéiques concernésaaiités vers le ligand pour optimiser la
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formation de liaisons hydrogénes. La protéine iestidment optimisée par minimisation par
le programme Glide.

. E. 2| Préparation de la librairie

Nous avons sélectionné les petites molécules dansbut de les tester
expérimentalement. Dans ce contexte, nous avorisi d®limiter notre recherche de petites
molécules aux produits disponibles dans un délailelex semaines chez les commerciaux
Sigma Aldrich et ChemBrigde mais aussi des prodiet§institut National du Cancer (NCI).
Notre but étant d’obtenir des molécules déja apgres par la FDA, nous avons choisi
comme critere la célébre regle des cinqg de Lipifiskinski et al,1997), qui est la suivante :
Poids moléculairee 500 Dalton
Nombre de donneurs d’hydrogenes
Nombre d’accepteurs d’hydrogene40
Coefficient de partition Octanol-Eau logds
Nombre d’angles de torsiorsb
Les molécules respectant cette régle sont des c@apmouvant étrebaorbés, wtribués,

meétabolisés etxrétés (ADME) dans le corps humain.

Dans un premier temps, lors d’'une mission destsgmaines a Tromso (Norvéege),
nous avons réalisé en collaboration avec le do®eafirAhmed (NorStruct) de l'université de
Tromso (UIT) un premier criblage avec les logici€ldide et Gold en utilisant 2435
molécules. Ces molécules ont été choisies dansase ZINC pour leur ressemblance
structurale, soit aux chaines latérales d’'une argir(16 molécules), d’'une tyrosine (42
molécules) ou d'un tryptophane (408 molécules)t snix squelettes carbonés (sans les
chaines latérales) de deux (769 molécules) ou tésisius (1200 molécules). Nous espérions
trouver de petites molécules mimant les interactaess chaines latérales de la tyrosine 6, de
'arginine 5, du tryptophane 3 et du squelette cagbdes résidus W3 a R5 de pF1, formant
généralement un feuillg avec la protéine d’apres les modéles d’interaatio& nous venons

de voir.

Dans un second temps, en utilisant comme moyeraldalcle « cluster » Gabriel du

CEA de Grenoble, un criblage a été réalisé ave® §ites molécules de la base ZINC
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choisies avec comme critére, cette fois, les coggpalsponibles uniquement chez Sigma-
Aldrich et la régle de Lipinski. Avec les différentonformeres/rotaméres de certaines
molécules que génere Glide apres la sélection dibrkdrie, nous obtenons plus de 13000

molécules pour le criblage.

lll. E. 3]  Sélection des petites molécules

Pour simplifier, les résultats de sélection deitgs molécules obtenus lors des deux
criblages ont été regroupés dans le Tableau Idiziessous. Le tableau présente la liste des
composeés sélectionnés en fonction du score dorm&paluation XP de Glide. Les valeurs
d’évaluation des programmes AutoDock4.2 et Goldn@ss pour le criblage réalisé a

TROMSO) sont également données.

XP énergie N°
Molécules| code ZINC MW | xLogP|NDH |NAH | Charge| AT | Glide Glide |Fitness| AG |criblage
1 ZINC00056408[ 302.35 1.76 S S 1 21 -11,08 -42,6 -12[5 2
2 ZINC01530862| 260.36] 2.10 4 4 1 6 -10,68 -51,64 -134,1 2
3 ZINC00056410[ 302.35 1.76 S 5 1 21 -10,62 -42,271 -114 2
4 ZINC09211296(226.21] -1.96| 4 I 1 1| -10,7 -39,65 -10/3 2
5 ZINC03860908| 184.2| -0.17| 5 6 2 4| -10,37 -51,71 -7,8 2
6 ZINC02324120[ 366.42| 4.04 1 6 0 I -8,7 -40,5 38 -6,8 1
7 ZINC02293058( 336.39 4.00 1 S 0 6 -8,5 -39,62 28 -7 5 1
8 ZINC02805535| 475.60, 1.98 1 8 -1 6 -9,1 -45,84 46 -8,)2 1
9 ZINC02805587| 461.57| 1.56 1 8 -1 6 -9,5 -48,41 56 -8,3 1
10 ZINC02805589[ 461.57| 1.56 1 8 -1 6 -9,2 -50,54 51 -7 |7 1
11 ZINC01736286| 294,45 1,9 2 4 0 4 -9,6 -52,4 54 -12 1
12 ZINC01563670] 292.33| -1.51| 3 6 0 6 -9 -38,5 24 -7,9 1
13 ZINC01708201] 261.28 -1.54| 5 6 0 5 -9,2 -37,81 49| -12|]1 1
14 ZINC01569529| 222.24 -1.70( 4 5 0 5 -8,6 -38,3 43 -7,1 1

Tableau 111.22: Listes des petites molécules séléahnées et leurs propriétésLe code ZINC est la référence
de la molécule dans la banque ZINC. MW est le paiwd¢eculaire en g/mol. Les colonnes NDH, NAH et AT
représentent respectivement le nombre de donnecepteurs d’hydrogénes et d’angles de rotatiorcdlanne
XP est la fonction de scoring» Glide utilisée pour sélectionner les petiteséuooles (en kcal/mol). Le Fitness
est la fonction de scoring» du programme Gold (n'a pas été utilisé lorseltoad criblage. LAG est I'énergie
libre de liaison AutoDock4.2 (en kcal/mol).

Le Tableau Ill.23présente les structures des molécules sélectisrmée leurs codes
d’identification ZINC et le numéro des moléculesThbleau I11.22.

- 223 -




Chapitre 1l

HO

HQ

HOJ I
HQO I

ZINC00056408: molécule 1

HO

Ho O
f\N
OH
NF N/yLD H
H

ZINC09211296: molécule 4

V| Criblagen silico

HO

HO: : ~

HO W H _Me
N N‘/
at
o HO

ZINCO01530862: molécule 2

MeD

ZINC00056410: molécule 3

; Me
M
o v}
H H Z
N —
| D““a
T
Oy o

ZINC03860908: molécule 5 ZINC02324120: molecule 6

- 224 -



Chapitre 1l V| Criblagen silico

AN o % ) H o
jZ/V / RPN
D\Et ° //E‘E ,/l S n
o \I/ S \T:; M
%‘\\\\ o s _ﬂ/&’
-y

ZINC02293058: molecule 7 ZINC02805535: molécule &

Z o
g%fjf( YN N\ 1 52

I‘h

ZINC02B05589: molécule 10 ZINCO0O1736286: molécule 11

- 225 -

o
—_ H H,
| : - F
LT
? N
o .
&

ZINC02805587: molécule 9

e

ZINC01563670: Molécule 12



Chapitre 111 V| Criblagen silico

’ N*H,
N
n
.
p
Cag- “0oc MNH
a
N\/(
H
N"Hy
ZINC01708201: Molécule 13 ZINC01569529: molécules 14

Tableau I11.23: Les petites molécules sélectionnéesir les criblages virtuels et leurs structures (ANC) ou Sigma Aldrich (molécule 11).
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lll. E. 4]  Analyse des criblages

Les molécules sélectionnées sont réparties engleupes (Tableau 111.22):
- Le premier groupe présente les molécules 6 Babteau 111.23 obtenues
apres criblage réalisé au CEA. Toutes les molécui¢sine énergie de

« scoring» Glide< - 10 kcal/mole, amarrages trés favorables.
- Le second groupe concerne les molécules sélectsrpnés du criblage
réalisé en Norvege. Ces molécules ont été séledem avec une

énergie de scoring» Glide< - 8,5 kcal/mol.

[ll. E. 4. a] Criblage réalisé a TROMSO (N°1, Tel 111.22)

Les petites molécules ayant une structure proche squelette » de 2-3 résidus
sont les plus représentées dans le second groupe.vhleurs de leurs énergies
d’interactions avec la protéine sont toutes favasl{energie Tableau I11.22 &hbleau
11.23). On s’attendait a ce que ces groupements inssagi avec Fur comme pF1: c’est-a-
dire forment un feuillet avec les deux bri2 de Fur, mais, ces molécules sont toutes
amarrées dans la zone située entre les domainestNE¢er inter-sous unité.

Dans cette premiére sélection, la molécule ayatenu la valeur énergétique la
plus favorable est un composé proche d’'un résigptdphane : la molécule 11 (Tableau
[11.22 et Tableau 111.23 (code ZINC : ZINC01736286), I'ester du benzylgiyphane qui
s’amarre sur la protéine avec une énergie d'interacde -9,6 kcal/mol (Glide) et une
fonction de fitness de 54 (Gold), favorables t@sdeux. Cette molécule a été notée
CO-Bz et testée expérimentalement (confére chapitréJH)« docking » a été réalisé avec
cette molécule en utilisant le programme AutoDozlkafin de comparer son affinité pour
la protéine avec celle des peptides anti-Fur. Lélenee conformation du complexe de Fur
avec cette molécule, donne une énergie libre dhadG = - 12 kcal/mol. Cette valeur
d’affinité est trés favorable, surtout pour uneitpemolécule. Les énergies d’interaction
entre W-CO-Bz et Fur n'ont pas été calculées avElARMM faute de temps pour
terminer sa paramétrisation (Voir chapitre V poarrnhéthode de paramétrisation de la

molécule).
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La Figure 111.45 montre I'amarrage de cette molécsuir la protéine : EcF&rPa.
Le mode d’amarrage prédit, permet d’envisagerdiiattion simultanée de 2 molécules de
W-CO-Bz par dimere de Fur.

Figure 111.45: Amarrage du W-CO-Bz sur la protéine EcFur€<Pa

Une analyse détaillée des interactions montrelaneolécule interagit a I'interface
des domaines Nter et Cter d’'une sous unité enigtabt des liaisons hydrogenes avec les
résidus T69, H125 et L127 d'EcFuHidure 111.46).
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Figure 111.46: Interactions du W-CO-Bz avec EcFur&Pa

Les interactions observées suFlgure 111.46, ont lieu dans la zone de Fur ou I'on

a observé les interactions de la chaine latéralegsidu R5 de pF1 avec EcFur, montrant
une fois de plus que cette poche protéique, essaifife pour une interaction forte. Ces
petites molécules peuvent bien mimer certainesdot®ns des peptides sans avoir la taille
et lier la protéine trés fortement. Mais le tegbémental sur cette molécule n'a pas été
concluant. En effet, La molécule a inhibé la liaistmnla protéine lors d’'un test mais ces
résultats n’ont pas pu étre reproduits apres &oiges tentatives. On remarque aussi que la
petite molécule est relativement proche du sitealiigtie « annexe » de Fur (confére
chapitre I). Le fait que, dans les tests d’actiMééprotéine soit métallée avant I'ajout de la
molécule pourrait avoir un effet sur I'interactida la molécule. Rappelons que dans cette
étude théorique, nous avons pris soin d’orientechaines latérales des résidus ligands de
ce site afin de mimer la protéine métallée. Celaewait donc pas étre la cause de I'effet
non inhibiteur de la molécule. Pour en étre sOfait effectuer le test en mettant la
molécule avant le métal et voir I'effet produit. Bmute facon, il faudra optimiser le test
d’'activité ou utiliser d'autres tests plus sensbleour valider I'effet de ces petites

molécules.
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lll. E. 4. b| Criblage réalisé au CEA (N°2, TabldéHi22)

Dans le second criblage, la librairie de molécple€sélectionnées n’était pas basée
sur des similarités de structure avec le peptide pEs molécules sélectionnées (molécule
1 a 5Tableau 1I1.23 ont une affinité tres forte pour la protéine Emergie de gcoring»
XP-Glide < - 10 kcal/mol). Le meilleur amarrage de ce criblagst celui du

ZINC00056408 (molécule Irableau I1l.28i-dessus), obtenu avec une énergie Glide de -
11,1 kcal/mol et représenté sur la Figure lll.4de$sous.

Figure 111.47: Amarrage de la meilleure interaction de ZINC00056408 sur EcFur obtenue lors du
second criblage avec Glide.

La molécule est amarrée dans une poche hydrophsings le domaine de
dimérisation d’EcFur. L’'amarrage de cette molé@avec AutoDock4.2 donne une énergie
libre de liaisonAG de -12,5 kcal/mol, un peu plus favorable que &lleur amarrage du
premier criblage. Ici encore, il aurait fallu termar la paramétrisation de cette molécule
pour le champ de force de CHARMM (voir chapitre Mur effectuer l'analyse des
liaisons hydrogénes et des énergies d’interachailheureusement, nous n’avions pas pu
faire cela avant I'écriture de ce manuscrit. Ces/aux sont toutefois en cours de
réalisation. Il serait intéressant de commander petites molécules et de les tester
expérimentalement, car les affinités théoriqueemints sont encore plus favorables que
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celles du premier criblage. Avec un peu de chanooe, ou plusieurs de ces molécules

inhiberont la protéine, ouvrant ainsi la voie ausl@cules anti-Fur de troisieme génération.

. E. 5] Conclusion sur le criblage

Apres avoir identifié une zone sur la protéine EcHur pourrait étre la zone
d’inhibition du peptide pF1, nous avons recherchépdtites molécules dans la base de
données ZINC, en espérant que ces molécules mieeniteractions de pF1 ou trouvent
d’autres interactions plus favorables pour inhilagprotéine. Il faut savoir que I'obtention
d’'une petite molécule inhibitrice de Fur sera umande avancée dans ce travail. Nous
avons donc choisi des criteres qui permettent ditbtde petites molécules ayant des
propriétés thérapeutiques potentielles. Nous ageétectionné 14 molécules interagissant
favorablement, en théorie, avec la protéine Furegedu programme Glide. La comparaison
avec lesAG d’AutoDock montre aussi que ces molécules ont aféisités apparentes
favorables. Une molécule a été testée, pour le mgmmeais les résultats obtenus ne

permettent pas de conclure sur un éventuel eff@itelr de la molécule sur la protéine.

Il sera intéressant de se procurer toutes ces mekafin de les tester comme cela
a éteé fait pour le W-CO-Bz. Mais une optimisatiantest sera nécessaire. Il est également
possible d'utiliser d’autres tests d’interactionnouoe le Biacore qui est déja en cours
concernant l'interaction des peptides anti-Fur.t€& est sensé étre plus sensible et on
pourra espérer obtenir la constante de dissocidiésmmolécules anti-Fur avec leur cible.

L’obtention d’'une petite molécule inhibitrice de Fauvrira la voie aux molécules

anti-Fur de troisieme génération.
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La résistance bactérienne est depuis longtempiéan majeur pour lequel il est
nécessaire de trouver de nouveaux antibiotiquasae#fis et dans le meilleur des cas, des
molécules structuralement bien différentes de setléja disponibles sur le marché. La
métalloprotéine Fur est un régulateur global cBeeherichia coliqui est absente chez les
eucaryotes et omniprésente chez les autres bactéraam négatives. Des travaux antérieurs
au laboratoire ont consisté a sélectionner desvagts peptidiques anti-Fur afin d’étudier
cette protéine en tant que cible antibactérienmgsagt sur la virulence. Ce projet rentre donc
dans la nouvelle approche d’antibiothérapie quisia a atténuer la virulence des bactéries
plutét que de les tuer. En effet, plusieurs étunt@smontré que la protéine Fur intervenait
dans I'expression de facteurs de virulence, comese ttansporteurs membranaires et la

sécrétion de toxines.

La technologie des aptameres peptidiques a perensglkbctionner quatre molécules
interagissant spécifiquement avec cette protéires. &tameres nommés F1 a F4 inhibent
I'activité de la protéinén vivo et interferent avec la virulence bactériennecdisstituent donc
la premiére génération trés intéressante d’inhibstanti-Fur.

Les peptides de 13 acides aminés pFl a pF4 condapba la partie active des
aptameéres F1 a F4 et considérés comme la secondeatién d’inhibiteurs anti-Fur, ont fait
I'objet de cette thése dans laquelle une doubleeape théorique et expérimentale a été
utilisée.

La combinaison des études théorique et expérineatalermis de mieux caractériser
les peptides et surtout leurs interactions avec déale et de déboucher vers I'obtention de

petites molécules ayant des propriétés thérapeustiopptentielles.

De facon non surprenante pour des peptides de teditee I'analyse de ceux-ci par
dichroisme circulaire a montré que ces moléculespossedent pas de structuration en
solution. Cela va dans le sens des analyses BLA#Tormt montré que ces molécules ne
disposent d’aucune homologie dans la PDB. La nsat@n moléculaire a confirmé que les
peptides linéaires ne sont pas structurés. Paregoiorsqu’on impose des contraintes aux
peptides de facon a mimer la conformation du peptides I'aptamére on observe une
structuration pour pFl, pF2 et le contr6le pFb5 ftifiaen modélisation. Cette contrainte
correspond peut-étre au réle de la plate-formdi@arédoxine) dans la difference d’affinité
observée entre les aptameres peptidiques F1 a e$ peptides pFl a pF4. En effet, cela

réduit les possibilités de flexibilité des peptidgsi adoptent plus facilement une
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conformation favorable pour interagir avec la piraté Il a donc été intéressant de mimer la

conformation du peptide dans I'aptamére pour ledeés d’amarrage.

Ces peptides possédant une a deux cysteines,téuedox et leur capacité a former
des ponts disulfures intra et/ou intermoléculaines lier des métaux ont été un peu étudiés.

Des tests en spectrométrie de masse Electrosprapantté que dans les peptides en
solution, les cystéines peuvent s’oxyder et formes ponts disulfures. Cela a été observe
pour les peptides pF1(1-13) et pF1(1-9) égalemeiseguencage. Ces analyses présagent que
toutes les ségquences contenant au moins une @&gtéuvent s'oxyder et former des ponts
disulfures en solution. De plus, I'analyse en spaciopie UV-Visible a montré que pF1, pF2
et le peptide contréle pF5 sont capables de li@olealt. Ces peptides pourraient interférer
avec l'activation de la protéine, par exemple eamiémnt un complexe protéine métal peptide
avec le peptide partiellement lié au métal. Ce gpeomplexe n’'a pas pu été considéré dans
les prédictions théoriques. Cela peut biaiser la psoaison que nous faisons entre les
résultats expérimentaux et théoriques. C’est pairdm prise en compte des propriétés
électroniques des ions métalliques dans les étlelesdocking » sur des métalloprotéines fait

partie de nos perspectives a court terme.

Les tests de protection a la coupure par une melé@s différents peptides ont
montré que pF1l, pF2 et pF3 sont actifs sur la pretdimérique et pF4 sur le monomere en
empéchant sa dimérisation. Bien qu’indicatives epedéantes des conditions du test
d’activité (1 a 2uM de Fur), les valeurs d'l§g déterminées (confére chapitre 1l) nous
permettent de penser que les constantes de disgnogtre les peptides et la protéine Fur
sont comprises entrepM et 100uM, et donc supérieures a celles des aptameéresiupEs,

estimées a I'ordre du nM.

Comme on I'a souligné précédemment, la contraimjgosée a la séquence variable
par la plateforme jouerait un réle important dangdraction du peptide avec la protéine.
Pour étudier cette hypothése, la distance entrexieémités Nter et Cter de pF1 amarré sur la
protéine EcFué&Pa a été mesurée afin de construire un peptideqogcide pFl. Cette
distance était de 15,4 (et 15,7) A entre les cabarde R1 et P9 (et D13). Etant donné que
pF1(1-9) est actif et que les quatre résidus Cteleerésidu R1 de pFl ne sont pas
indispensables pour inhiber l'activité de la pro&ila séquence pF1(1-12) R1K a été
synthétisée dans le but de cycliser le peptidaddi#mine de la chaine latérale de K1 et le
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COOH de T12). La Figure IV.1 montre un modéle opténde ce peptide. Les séquences
linéaire et cyclique de ce peptide ont été syriBés et testées expérimentalement. Nous

avons montré que le peptide cyclique pourrait @me actif que son homologue linéaire.

Figure IV.1: Modéele du peptide pF1(1-12) R1K

Il sera donc intéressant de synthétiser les apgpsdes cycliques contenant la boucle
variable des aptameres peptidiques puis de lesrfastitro et in vivo pour leur capacité a
interagir avec Fur. De plus, les peptides cycligpeésentent I'avantage d’étre moins
sensibles a la protéolyse que les peptides liredie test de leur activii@ vivo devrait en

étre facilité.

Pour revenir sur la comparaison des différenteswald’lG, des peptides, rappelons
que le test utilisé est condition-dépendante. udfait dans le meilleur des cas réaliser les
expériences des peptides simultanément pour poaeniparer. Comme ce procédé n'est pas
encore automatisé, il sera difficile de réalisex cenditions. On peut quand méme essayer de
comparer l'activité des peptides sur la protéine.deptide pF2 est le plus actif avec des

séquences qui inhibent la protéine avec seulemeaitues équivalents et dess¢Cle I'ordre
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du micromolaire. Ce résultat est cohérent aved delda « peptidisation » qui a montré que
ce peptide interagit avec la protéinevivo alors que les interactions avec les autres peptide

ne sont pas visualisables par double hybride pagoede sensibilité.

Le peptide pF1 semble moins actif que pF2 dansekds d’activité, or les aptameres
peptidiqgues F1 et F2 ont montré une intensité deratibn bleue identique en test double
hybride. Il peut y avoir plusieurs raisons a célane d’entre elle pourrait étre la présence
d’interactions entre Fur et la plateforme thiorédexde F1 mais pas de F2 en plus de la
région variable. Si c’était le cas, ces interactiseaient perdues dans le cas du peptide pF1.
On peut bien sir avoir d’autres hypotheses comnfaitleque la contrainte imposée par la
plateforme est plus importante pour I'activité dénsas de F1 que dans le cas de F2.

Quelle que soit la raison, je pense qu'il faut eenper lieu quantifier directement les
interactions cible-inhibiteurs pour toutes ces roolés par une technique comme le BlAcore
ou d'ITC (« isothermal calorimetry ») par exemg@gant de pouvoir comparer et aussi mieux
étudier I'interaction de pF2 avec Fur métallée as.[Ceci pourra étre étudié par fluorescence
avec le peptide muté pF2(1-11)Y11W actif ou untisphane a été introduit en vue de ces
études. Hormis le fait que pF2 pourrait étre faas@rmpar la formation de ponts disulfures
intramoléculaires pour interagir avec Fur, pF1l ferdes ponts disulfures intermoléculaires
qui peuvent défavoriser son interaction avec Fasdeas conditions du test nucléase ou aucun
réducteur n'a été ajouté. En effet, d’aprés les etemdthéoriques d’interaction proposés de
pF1 avec Fur, la formation d'un pont disulfure meléculaire C4-C4 déstabiliserait
fortement son interaction avec Fur. De plus, nousns vu que le mutant C4S de pF1
n’inhibe plus Fur dans les tests d’activité. llas@onc intéressant de tester ce peptide en
présence d’'un réducteur comme le DTT ou le Trig(tbaxyéthyl)phosphine (TCEP) et de
comparer les effets. Méme si aucun changementigtalcr’'a été observé au CD, on a vu que
ces peptides peuvent s’oxyder et former des pastdfdre en spectrométrie de masse MS-
ESI. Ces phénomeénes pourraient influencer I'aéides peptides sur la liaison de Fur a
I’ADN.

Les peptides pF3 et pF4 ont été moins étudiés peruddte thése. En effet, Sylvia
Vitale avait observé que pF3 donnait des résuligs variables dans le test d'activité.
L’aptamére F3 ayant montré la plus faible intensité niveau de la coloration des tests
double-hybride de Nadia Abed, on s’attend a uneration moins forte avec Fur. Par contre

les valeurs d’lGy de pF3 sont proches de celles obtenues pour pRieraécelles de pF3 sont
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plus variables. Il sera intéressant de tester Iédigtions des amarrages afin de valider ce

modele qui est le seul a interagir avec uniquemergeul monomere.

Le peptide pF4, quant a lui, n’est actif que sumienomeére de Fur. Ce résultat n’est
pas surprenant, puisque lors des tests doubledweybbhiez la levure réalisés avec des formes
tronquées en N-terminal ou C-terminal de Fur, Bapdére F4 était le seul capable d’interagir
avec le domaine C-terminal seul de Fur, qui cornedpau domaine de dimérisation de la
protéine. De plus, lors d'un test double hybrideensé, F4 était le seul aptamere capable
d’inhiber ’lhomodimérisation de Fur. Il semblerditnc que pF4 interagisse avec le domaine
C-terminal du monomére de Fur et que cette interactmpéche la dimérisation de la
protéine. Au vu de ce résultat, on ne peut tousgbais savoir si c’est la liaison du zinc sur les
cystéines du site structural de Fur (C92 et C95)eqtiinhibée par la présence du peptide, ou

si c’est le rapprochement dans I'espace entredag thonomeres métallés.

Si le test de protection a la nucléase renseign&astapacité des peptides a inhibver
vitro la liaison de Fur a I’'ADN, il ne permet pas deedl&tiner si les peptides pF1, pF2 et pF3
interagissent avec le dimére dans sa conformatiactive (Apo) ou active (métallée). Dans le
but d’étudier ce fait, la spectroscopie de fluoeese peut étre suivie pour les peptides pF1,
pF3 et pF4 qui possédent un tryptophane. Commeéaowul avec pF1, il a été possible de
savoir que ce peptide interagissait avec la pretémetallée (qui ne posséde pas de
tryptophane). Les mémes expériences avec les peppé8, pF4 et pF2(1-11)Y11W
(synthétisé dans ce but) permettraient d’élucidgercdnformation (métallée ou Apo) sur
laquelle ces peptides agissent. La connaissancia deme protéique qui interagit avec
chaque peptide enlevera une difficulté supplémentquant a la prédiction des modeles

d’amarrage des peptides sur Fur.

Partant de ces résultats, des modéles d’interacksnpeptides pFl a pF3 ont été
proposeés. Rappelons que les simulations du pepfden’ont pas continué car on sait que
celui-ci interagit sur le domaine de dimérisationrdseul monomere de Fur et les données
structurales en solution obtenues par RMN monigeetce domaine n’est pas structuré dans
le monomeére et donc tres difficile & modéliser.

Nous avons montré que le peptide pF1 interagiedes deux monomeres de Fur, au
niveau des domaines de liaison a 'ADN. De pluspéptide interagit a la fois avec les

domaines de liaison a 'ADN et de dimérisation der Fnétallée. L'ensemble de ces
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interactions est compatible avec les résultats débldehydride et de la spectroscopie de
fluorescence du tryptophane. Nous avons montré gussla T12 de pF1 interagit avec Y56
de Fur (présente chez toutes les protéines Fura @bé identifiee comme interagissant avec
les bases de I'ADN. Le peptide est amarré danantrmation compatible avec I'aptamere
F1, c’est-a-dire qu’'on peut imaginer I'accrochagelalglate-forme Thiorédoxine sans géne
stérique avec la protéine. Ce qui n'est pas lepoas les autres peptides pF2 et pF3 amarrés.
L’amarrage prédit de pF1 est celui qui correspanpllis aux résultats expérimentaux. Ce fait
est d0 aussi aux données expérimentales nombreasesrnant ce peptide. Il en faudrait
d’avantage pour les autres peptides afin d'affilfes modéles prédits. On peut donc
facilement imaginer le mécanisme par lequel pFlrpaduinterférer avec l'activité de la

protéine Fur d’aprés le modele prédit (confere Fdut2 et chapitre 111).

Le modele de pF2 n'est pas trés cohérent avecdkdtats comme nous l'avons vu
dans la partie théorique. Plusieurs raisons peueepliquer cela. Nous ne savons pas sur
quelle forme (Apo ou métallée) de Fur le peptideeragit. De plus, nous avons émis
I'hypothese que le peptide pourrait former des godisulfures qui peuvent influencer
I'interaction du peptide avec la protéine. Des nhesléhéoriques construits afin de mimer la
conformation du peptide pontée par ces deux cystément pas résolu le probléme.
Rappelons que I'amarrage de ce peptide a été iféslel Le modeéle obtenu avec une
énergie libre de liaison favorable n’interfere pagc les sites métalliques construits dans la
protéine. Ces sites métalliques ont été constrgitsgans I'unique but d’orienter les chaines
latérales des ligands du site métallique vers etade fer. Il aurait fallu améliorer ces
constructions pour avoir de meilleurs modeéles preera compte les propriétés électroniques

des ions Fe (Il).

Ne disposant pas de suffisamment d’'informations exgtales concernant pF3, des
prédictions ont été faites concernant les proclsaimutations a effectuer pour mieux

caractériser les résidus indispensables et lesastiens avec Fur.

Les mutations et les troncations effectuées supégsides afin d’identifier les acides
aminés importants pour inhiber l'activit¢ de la gioe ont permis de sélectionner les
séquences minimales actives :

pF1(3-9), (7 a.a)

pF2(3-10), (8 a.a)
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probablement pF3(1-11), (11 a.a).

Aucune mutation, a I'heure actuelle sur pF4 n’arpsrde déterminer une séquence

minimale active pour ce peptide. Il sera intéressans I'avenir de réaliser des mutations et

des troncations sur ces peptides pF3 et pF4

L’ensemble de ces résultats (théoriques et expétan®) permet de proposer des
zones d’interaction des peptides pFl1 a pF4 avedi#érentes conformations d’EcFur

(monomeére, dimeére inactif et dimere actif) (Figlve).

- 241 -



%
Y

-
k-

Fur Apo

Fur métallé
Nter = DNA binding (1-83)

Znz+ Site « structural » & Zinc

Fe* Site régulateun
D Cter = dimérisation (84-148)

Ve Site « annexe » Régulation de | exprescion de: genas

Figure IV.2: Schéma du mécanisme d’'action de Fur,ab sites d’interaction de pF1 a pF4 et les modelde pF1 a pF3 sur Fur.Mécanisme général d’activation de la
protéine Fur avec les différentes conformatiorie®sites métalliques.
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Pour résumer la Figure IV.2, le peptide pF4 idtexfavec la dimérisation de la
protéine Fur. Le peptide pF1 interagit entre lesxd@onomeres au niveau des domaines de
liaison a I'ADN. Le peptide pF2 interagit au nivedas domaines de dimérisation et pF3
interagit avec une seule sous-unite.

Le tableau suivant résume les propriétés des ségsales peptides actifs sur Fur a
travers le test d'activité. Les valeurs des énerdibres de liaison théoriques y sont

regroupées également.

Notations  |séquences pF1 AG (kcal/mol) | ICs0 (uM)
pF1(1-13)  |RLWCRYPHPPLTD 18 60+
pF1(1-10)  |RLWCRYPHPP 18 64£10
OF1(1-9)  |RLWCRYPHP 17 7545
pFl (1-8) WCRYPH -17 inactif
DFL (2-9) LWCRYPHP 14,5 75
DF1 (3-9) \CRYPHP 13 50
PF2(1-13)  [RQONI CGASLYSY 16 12,542
pF2(1-11) RQCNI CGASLY -11,9 712
PF2(1-10)  |RQONI CGASL 11,6 3t1
DF2(2-10) QCNI CGASL 71 7545
pF2(3-10) CNI CGASL 2,8 >75
pF3(1-13)  |ETCKOGSQUWIRHS 16 30£17
pF3 (1-11)  |ETCKOGSQWR 11,7 <50

Tableau IV.1: Récapitulatif de l'interaction des suences inhibitrices d’EcFur

Ce Tableau IV.1 montre que les énergies librediaigon AG) et les IG, de pF1
évoluent dans le méme sens. En effet, lorsqueA® augmente (défavorable pour
I'interaction), I'lCso diminue et vice versa.

Concernant les amarrages de pF2, nous avons adgadu fait de I'incohérence avec
les tests d’activité. Un point essentiel concemgetyrosines Cter Y11 et Y13 qui paraissent
importantes dans les modéles d’amarrage alors lgs’'sbnt inutiles, voire déstabilisantes
dans les tests d'activité. En effet, la troncatilenpF2 a I'extrémité Cter montre une activité
meilleure avec la protéine que la troncation att@xité Nter.

Nous ne disposons pas de suffisamment d’informatiexpérimentales concernant
pF3 pour pouvoir faire une comparaison des donridésriques et expérimentales.
Néanmoins, on sait que ce peptide aussi se ligeotaine, lorsque les domaines Nter et Cter
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sont présents. Le modele d’amarrage montre égalejuerle peptide interagit avec une sous-
unité en reliant le domaine de liaison a ’ADNediomaine de dimérisation (Figure IV.2).

Un criblage double hybride chez la levure a étés@alans le passé afin d’évaluer la
spécificité des aptameéres peptidiques comme imhibitle la protéine EcFur. Les aptaméres
peptidigues F1 a F4 ont été testés pour leursactiens avec des protéines Fur de différents
microorganismes pathogénes. Cette spécificité sawés forte entre les aptameres F1, F2 et
F3 avec EcFur, puisque ces aptameres n’interagiss@vec Fur dé/ersinia pestigYpFur)
ni avec Fur d&/ibrio salmonicida(VsFur) alors que ces protéines ont respectivei®®@9b et
80 % d’identité de séquence avec EcFur. L'aptarfdrequant a lui, est capable d’interagir
avec ces deux protéines, mais aussi avec FuPsgeidomonas aeruginog®akFur) qui ne
présente « que » 55 % d’identité de séquence asEarEDe méme, nous avons étuiée
silico I'interaction des peptides avec les protéines Ra¥eciur et HpFur dont les structures
sont disponibles. Les résultats d’'amarrage de pElété présentés. Comme nous l'avons
mentionné, c’est le peptide pour lequel simulatiensxpériences théoriques sont en accord.
Les amarrages du peptide ont montré que pF1 inssagfavorablement avec PaFur, un peu
moins avec HpFur et trés peu avec VcFur. Le faitmfe n'inhibe pas HpFur dans le test de
protection a la nucléase est cohérent avec I'ameardu peptide présenté. La faible valeur
d’énergie libre de liaison obtenue pourrait expdigliabsence d’effet de pF1 sur HpFur. Par
contre 'amarrage de pF1 sur PaFur est trés falamratexplication qu’on peut donner a ce
résultat est le fait que le peptide pF1 peut amnicomportement différent de I'aptamere F1
dont il est issu. En effet, le peptide pF1 peutiun degré de liberté important lorsqu’il est
libre, favorisant I'adoption d’'une conformation eémagissant mieux avec la protéine.
L'amarrage du peptide sur VsFur n'a pas été présemhis cette protéine présente un
pourcentage de 98% avec VcFur dont la structuredisgtonible. Par analogie, on peut
comparer 'amarrage de pF1 sur VcFur qui a monte affinité trés faible. Ce fait est assez
surprenant puisque le modéle Ec&\c, construit a partir de la structure de VcFueragit
favorablement avec pF1. Pour élucider ce fait,amsyse poussée de l'interaction de pF1 par
CHARMM sur toutes les protéines a été menée. Leslteds d’énergies d’interactions au
cours d’'une dynamique sont en accord avec les @setipres de liaison obtenues par
AutoDock4.2.

Pour la suite de ce travail, il sera importantpdiimiser les conditions de stockage (-

80°C au lieu de -20°C) et le suivi de I'état d’oayidn et de solubilité des peptides Le test de
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protection a la nucléase est trés délicat en soé gtermet qu’une mesure indirecte de I'effet
du peptide sur la protection de 'ADN par la praoggill fait intervenir plusieurs produits qui
peuvent chacun perturber I'expérience. Pour unerexme réussie, il faut une « bonne »
digestion du plasmide pDT10 qui est l'indicateurl@detivité de la protéine. Il faut que la
protéine soit activée par le métal Mret inhibée par 'EDTA. Idéalement, un contrdletdoi
étre fait pour vérifier tous ces faits avant daeeseffet des peptides sur l'activité de la
protéine. Pour déterminer I'igd’'un peptide, il faut une gamme de concentratiopdrtante
permettant d’observer un effet « zéro » (pas dhitioin de la protéine activée), un effet
inhibiteur a 50% et a 100% de l'activité de la gioe. Tout cela pour observer une migration
des bandes d’ADN sur un gel, dont le profil moméreésultat d’interaction du peptide avec la
protéine. Toutefois, certaines séquences ont maide résultats encourageants. Il sera
important a I'avenir d'utiliser des méthodes d’étidkes interactions moléculaires directes

plus quantitatives.

Des méthodes comme la résonance plasmonique teeesyBIAcore), I'ITC et la
technique du double hybride sont tres intéressaritagilisation de ces méthodes a
commencé avec Sophie Mathieu, actuellement endmastu laboratoire. Le BlAcore devrait
permettre de mieux quantifier les interactionseetiéterminer des constantes de dissociations
(Kd). On pourra alors mieux comparer I'effet deptkes sur les protéines contrairement au
test de protection a la nucléase, qui dépend famérdes conditions et qui visualise une
interaction indirectevia la coupure des bandes d’ADN. La technigue du dshigbride a été
utilisée pour sélectionner les aptameéres peptidigee a F4 pour leur interaction avec la
protéine Fur. Elle a été utilisée pour évaluertiai® des peptides pF1l a pF4 contre la
protéinein vivo. Cela a d’ailleurs montré que pF2 est aatiwivo et confirmé que ce peptide a
une affinité tres forte pour Fur. Par contre legemipeptides pFl, pF3 et pF4 n’étaient pas
actifs alors gu'ils le sont dans le t@stvitro. De plus, il n'a pas été possible de bien quaantifi
I'intensité de la coloration bleue observée darssecgériences, avec le gene rapporteur de la
B-galactosidastacZ L'utilisation du géne rapporteluic de la Luciférase, devrait remédier a

cela et permettre de mieux quantifier I'interactiowivo.

Avec ces méthodes, il sera possible de mieux @arserin vivo et in vitro les
interactions des peptides et de savoir si les geptagissent sur la protéine Apo ou métallée.
Il sera intéressant de tester les peptides tronguaéfs en test nucléase, afin de voir si la

troncation entraine une perte ou une augmentatidiaffiaité du peptide pour Fur et évoluer
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vers des petites molécules de plus en intéressaotgsdes applications thérapeutiques. |l
sera intéressant de tester expérimentalement fiksgpmolécules sélectionnées par le criblage
virtuel. Certaines molécules ont montré une intgvadres favorablén silico avec la protéine
Fur. Il sera toujours possible d’élargir la reclerce petites molécules a partir des bases de
données et de tester virtuellement leurs interastevec Fur. Il faudra pour cela prendre en

compte I'effet des métaux dans les simulationsagaht intervenir la mécanique quantique.

Signalons que l'approche théorigue que nous awdilsée présente également
guelques limitations :

» La structure de la protéine EcFur est inconnueoeismous sommes basés sur un
modéle par homologie a partir de VcFur, présertartes une trés bonne similarité de
séquence mais qui pourrait tout de méme préserdger ailreurs au niveau du
positionnement des chaines latérales des acidegami

* Les programmes d’amarrage moléculaire comme AutkDwcsont pas capables de
prendre en compte de maniere fiable le trés grantbre de degrés de liberté présents
dans des peptides de 13 acides aminés. Les résuiit@inus peuvent alors ne plus étre
statistiguement significatifs.

e L’introduction de la dynamiqgue moléculaire permet pallier le probleme de la
rigidité de la protéine lors des amarrages maisideessité de I'utilisation d’'une
méthode de solvatation implicite pour avoir desgerde calcul raisonnables, enléve
toute possibilité d’interaction entre peptides eliéoules d’eau ou de prise en compte
de la protonation des cystéines ou des histidines.

 Les métaux n'ont pas été introduits de maniéere i@ipldans les simulations de

dynamique des complexes ou dans les amarrages.

Dans la suite de ce projet, nous nous intéressegriois particulierement a l'interaction
de petites molécules avec Fur pour lesquellesriagrgmmes d’amarrage commerciaux sont
tres efficaces. Nous effectuerons des paramétisattomplétes de ces molécules pour le
champ de force de CHARMM a partir de calculs dendhiquantique et nous représenterons
explicitement tous les atomes y compris les mo&ual'eau proches du site de liaison sur
Fur. Cette approche quantique nous permettra égalemie représenter les deux états

possibles Apo ou métallé des protéines Fur.
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L’entrée des molécules inhibitrices de Fur serasiaua enjeu crucial pour étudier
leurs effetsin vivo. Les premiers tests préliminaires réalisés aveégtides libres sur des
cultures n’avaient montré aucun effet sur l'acéville la protéine. Ceux-ci soit ont été
dégradés soit n'ont pas passeé les membranes leactési ce qui n'est pas étonnant en soi.
C’est pourquoi le laboratoire développe une stratéfficace pour les faire entrer dans la
bactérie. Cette stratégie consiste a conjuguer medcules antibactériennes a des
sidérophores et a les internaliser par le systermeaeaiale transport des sidérophores. Cette
stratégie portant le nom de « Cheval de Troie wl'falbjet d'une collaboration avec Gaétan
Mislin de Strasbourg dans le cadre du projet PapSifinancé par 'ANR en 2011. Un
schéma de la stratégie envisagée est illustréadtiglre 1V.3, ci-dessous.

\/V antiFUR PepSid-Fe3+

ME
‘
/ périplasme

i

TG ;@fa/

‘ FUR active FUR inactivée

¥

Virulence diminuée

Figure 1V.3: Schéma de stratégie du « Cheval de Tie » avec inhibiteurs anti-Fur

Les peptides seront accrochés par une seule alelesextrémités a un sidérophore

afin d’étre internalisés par le systéme naturdtraesport des sidérophores (Figure 1V.3).

Les peptides pouvant étre dégradés, la cyclisatemnpeptides pourrait résoudre ce
probleme. De plus, les peptides seront plus prodassaptameres peptidiques au niveau de la
conformation du peptide, constituant la partievacti

Dailleurs, nous avons montré dans le cas de pEll@peptide cyclique peut étre plus

actif que son homologue linéaire.
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Méme si les modéles permettent de mieux compreledranteractions peptides /
protéines, seule, la résolution des structuregpd®gines en complexation avec un inhibiteur
peptidique (ou non), permettra a coup sir d’élucielenécanisme d’inhibition de la protéine.
Pour cela, plusieurs essais de co-cristallisatimnété effectués, mais pour le moment, nous
n'avons observé aucune cristallogenése. Il fautsester sur ces essais de co-cristallisation
des complexes Fur-inhibiteurs, tout en essayafdrdifts produits chimiques mais aussi en
optimisant les conditions prometteuses.

D’autre part, plusieurs autres protéines Fur daqgenesY.pestis, P. aeruginosa, F.
tularensis et L. pneumoph)laont en cours de purification et de caracténsadiu laboratoire
en collaboration avec I'IBS. Nous espérons grada éouble approche expérimentée ici,
pouvoir découvrir des inhibiteurs dirigés contre peotéines Fur de ces pathogénes a partir de

ceux étudiés en détail dans cette these.
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Chapitre V :

Matériels et méthodes
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Chapitre V I| Synthése chimique peptidique

|| Synthése chimique peptidique

Les syntheéses ont été réalisées grace a la cdalidmoravec Didier Boturyn du
département de chimie moléculaire (DCM). L'ingéniele recherche Remy Garcia et le
technicien Miguel Calin, responsables des synthétssautomatiques ont réalisé les synthéses

au robot. Certains peptides ont été achetés chegcGgt.
I. A] Principes et mode opératoire

La synthése chimique des peptides se fait de Eeité Cter vers le Nter de la
séquence peptidique. Il peut étre réalisé en solsitbu généralement en phase solide (SPPS).
La SPPS peut se faire manuellement ou sur un mjahétiseur. Deux stratégies peuvent
étre utilisées : la stratégie Fmoc/tBu et la sgi@t®oc/Bz. Dans notre cas, nous avons utilisé
la SPPS manuellement dans un premier temps et atitmement lorsque le nombre d’acides

aminés a synthétiser devenait important en st@iggnoc / tBu).
l. A. 1| La SPPS manuelle

En SPPS manuelle, le dispositif est composé d'liorban verre a deux cols, équipé
d’'un fritté au fond du ballon. Ce dispositif perndéliminer les solvants et les exces de
réactifs sous air comprimeé lors des lavages. Alatilisation, le ballon est traité pendant 12
h (typiqguement une nuit) avec du Dimethyldichlolase (CH3)SiCl, comme lubrifiant pour
empécher les billes de résine de coller a la patéiieure lors de la synthése. Le (CK&TI,
est acide. Pour éliminer toute trace d’aciditédédm est soigneusement lavé avec dypClbl
jusqu'au dégagement complet des traces d'acidesédine généralement couplée a un
premier acide aminé (protégé sur sa chaine lat@alain groupement protecteur, différent
selon I'acide aminé et 'amine Nter par un groupetntanoc) est préchargée pendant 30 min
dans du CHKHCIl, (DCM) anhydre a 1 mmol / g. On rajoute 6 mL de hmébl / N,N-
Diisopropylethylamine (DIPEA) / DCM (2/1/17) pendabBtmin qu’'on lave et on répete
I'opération une deuxieme fois pendant 10 min. Abudéle la synthése et aprés chaque lavage
a I'éther, la résine est lavée et gonflée deux &émsc du CHCI, (20 mLmL / g de résine)
pendant 15 min et une fois avec du Diméthylforma{ldMF) (20 mL / g de résine) pendant
15 min. Les réactions de couplage sont effectuées de DMF en utilisant, 1,5 a 2
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Chapitre V I| Synthése chimique peptidique

équivalents (par rapport a la charge de résinaditg) de Na-Fmoc-acide aminé protéige,
situ. L’acide aminé est activé par 1,5 a 2 éq de PyBOBR4éq de DIPEA, (10 mL / g de
résine) pendant 30 min. La résine est ensuite ldees fois avec du DMF (20 mL / g de
résine) pendant 1 min et deux fois avec du@IK(20 mL / g de résine) pendant 1 min. L'état

de couplage de la réaction est vérifié par lededtacide trinitrobenzenesulfonique (TNBS).

l. A. 1.a] Test TNBS :
Apres le dernier lavage au DCM, on préleve quelgoiies qu'on met dans un tube a
hémolyse. On rajoute 4 gouttes d’'une solution dEAXDMF (1: 9) et 4 gouttes d'une
solution 1% de TNBS (couleur jaune). On agite pehd@ae minute et on observe si on voit
une coloration orange. Le TNBS réagit spécifiquetna@ec les amines libres pour donner une
coloration rouge (test positif) indiquant un cowg@anon total. La réaction doit étre reprise

jusqu’a I'obtention des billes de résines incoldtest négatif).

l. A. 1.b| Déprotection du groupement Fmoc
Lorsque la réaction de couplage est totale, il fnlever le groupement Fmoc de I'acide
aminé couplé pour pouvoir en rajouter d’autresteCadéprotection (de-Fmocage) est réalisée
par un traitement avec de la pipéridine / DMF (1) mL / g de résine) pendant 10 min. Le
processus est répété trois fois et la résine gétlainqg fois avec du DMF (10 mL / g de
résine) pendant 1 min. La déprotection du Fmocvéstiée par mesure UV. En effet, le
groupement Fmoc libére du dibenzofulvéne qui réagédc de la pipéridine et absorbe la
lumiére dans la gamme des UV% 299 nmg = 7800 M'.cm™). Les solutions de clivage du
Fmoc et des lavages sont collectées ensemble darfolemjaugée de 250 mL (le volume de
la solution est ajusté avec du méthanol & une valeumue V= 250 mL). L'absorbance de ce
mélange a 299 nm permet de calculer le taux degeh@nt de la résine grace a la relation
suivante :

Nimoc (MMOI) = (A2g9nm X d/7800) x V

d étant le facteur de dilution.

Le taux de chargement permet de calculer la qéante réactifs nécessaire au

couplage suivant.
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l. A. 2| La SPPS automatique

La synthese SPPS des peptides par la voie autoraadicgié effectuée par le robot
ABI 433 Al Peptide Synthesizer (Applied Biosystengg) fonctionne avec la méthode
standard de synthése en phase solide ou par le @®t®tSynthétiseurQ (Advance

ChemTech) qui utilise les mémes conditions quedadumure manuelle.

l. A. 2.a] Décrochage et déprotection des peptides

La libération du peptide de la résine et des grogres protecteurs de chaines
latérales peut se faire en une seule étape selaidee de ces composes.

La résine couplée au peptide est mise a « gonftems du dichloromethane (DCM).
Pendant ce temps, la solution a utiliser pour lpratéction est préparée avec 92,5% de
Trifloroacétonitrille (TFA), 2,5% de deau distid¢ 2,5% de composés captant les
carbocations (Q libérés pendant la réactiat 2,5% de Triisopropylsilane (TIS) dans cet
ordre d’ajout. Le TIS est ajouté a la solution gsi bien mélangée juste avant I'ajout sur la
résine. On doit observer une coloration jaune dua aapture des carbocations par les
scavengers. A 'absence de Scavengers, Tedo@nent une coloration vive rouge. La réaction
se déroule sous forte agitation pendant 3h (ce taiepsnd de la nature des groupements
protecteurs et de la résine). A la fin de la réagtia solution de déprotection (le jus) est
récupérée dans un ballon (préalablement taré) epoéda dans un rotavapor. Apres
I’évaporation du TFA, le produit est repris dand’dther qui permet de cristalliser le peptide.
Cette opération est accélerée par le froid. Apgédélcantation, le surnageant est enlevé et le
produit est récupéré aprés une évaporation rapidgot/ant restant. Le produit est pésé et

analysé avant une purification.

l. A. 2.b| Analyse et purification de peptide pd@LtT :
L'analyse des peptides synthétisés et déprotégéte affectuée sur un dispositif
COMpOSE :

- D’un équipement Waters comprenant un analys@laters 600 controller un
détecteumVaters 2487 Dual Absorbance DetectbrunWaters In-Line Degasser

- Une colonne analytiquducleosil 120 A 3m C18 particles, 30 x 4 nfropérant & un
flux de 1,3 mL.miff avec un gradient de 5 & 100% de solvant B (solution
d’acétonitrile (CHCN) contenant 9,9% d’'eau HPLC et 0,1% de TFA) pahd®

min. Le solvant A est une solution d’eau HPLC coatg 0,1% de TFA.
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L’eau HPLC est obtenue apres filtration de I'eastitee par le system#illi-Q®
cartridge L'acétonitrile et le TFA sont aussi de qualitéegsaire pour une utilisation HPLC.

L’'analyse s’effectue avec une injection 10 pL desdlution filtrée du peptide dissout
par ultra-sons dans l'acétonitrile (environ 1 mgjmll’enregistrement est suivi par
'aborbance a 214 et 250 nm, correspondant resjeectint a l'absorption des liaisons
peptidiques et des groupements aromatiques denartehaines latérales et des groupements
protecteurs. La Figure V.1 montre le profil de @F10) aprés déprotection des chaines

latérales et décrochage de la résine.
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Figure V.1: Spectres HLPC de pF1(1-10) synthétiseu DCM. L'unité AU (arbitrary unit) montre
I'évolution de I'absorption a 214 nm, spécifiquessdiaisons peptidiques, en fonction du temps. 3dpla
solution du peptide dissout dans d’acétonitrile/68u50 + 0,1 TFA a 1mg/ml. Le pic sortant a 5,%ubés
contient un produit de masse attendue pour le geptnthétisé (vérifié par spectométrie de mas€e) pic est

collecté dans une étape de purification.

La purification s’effectue sur le méme type depdisitif avec cette fois-ci un dégazage
des solvants avec de I'azote & 50 mL.fnén utilisant une colonne préparatibelta-Pak™
300 A 15:m C18 particles, 200 x 25 rmrapérant & un flux de 22 mL.mitrsur un gradient
allant de 5 a 100% de solvant B en 30 min. Elléagiepar injections successives de 2 mL
d’'une solution concentrée constituée du peptidee lidissout dans un mélange d’eau
HPLC/acétonitrile (50/50). L'enregistrement estvsyiar I'aborbance a 214 et 250 nm. Les
fractions correspondant aux pics ayant une inténsiportante sont collectées et analysées
par spectrométrie de masse.

I. A. 2.c| Analyse par spectrométrie de masse
Il a été réalisé sur la machirtesquire 3000(Bruker) en utilisant la méthode
d’ionisation par pulvérisation d'électrons (ESI-M%E spectrométre de masse convertit les

données de fragmentation en poids moléculaire fiagsions collectées contenant le produit
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dont la masse moléculaire correspond a la masseidoé calculée, sont assemblées et
lyophilisées.

Dans les conditions d’analyse par masse (exempbé-@l€l-10) sur la Figure V.2), on
voit qu’il n’était pas possible de savoir si lesst®&ines de certains peptides en contenant 2
étaient oxydées en pont disulfure ou réduites.utiia fallu enregistrer avec une fenétre
couvrant 2 fois plus large, c’'est-a-dire un « ssan/z autour de 3400 pour voir la masse du
dimere.

Acquisition Parameter

lon Source Type ES! ton Polariy Positive Alteinaln, i Polanly  oft
iviass Range Wiode SidMNomal Scan 3egin S0 miz Secan End 1700 miz
Capillary Exit 145.0 violt Skim 1 40.0 Vol - Tre - Trive 4.3
Accumulation Time 113ps Averages 20 Speclr Auto MSMS off
intans, OB 100326_07 d: +Wi3, 0.2-0.6min #{5-11
x10= |
£ 2+
£€82.5
44 E
442.3 i
3
2 4 |
+ i
2% 3 |
11 5848 _ 1+ 1524.8 l,
14942130 380.1 789.4 10126  1168.7 ,
0 M T .1 N Al W S i VTS ! i . -
200 400 &00 800 1000 1200 1400 1600 miz
Component Moloocular Holoecule Absolute Relestive
Mass Abuncances dancsa
A 1324.8 1325.7 [M + H)+ 5200830 100.00
E 1168, 7 L1B9, 8 [M + H]+ 957547 18,41  —x Messe du peptide sans H3

Figure V.2: Spectre MS-ESI de pF1(1-10) purifié

l. A. 3| Procédure générale pour la cyclisationpmiystides

Le peptide linéaire est dissous dans le DMF et leegtHajusté a 8-9 par addition de
DIPEA. On ajoute le PyBOP (1,2 €q) et la solutishagitée a température ambiante pendant
1h.Le solvant est éliminéet le produit est dissalans un volume minimum
de CHClI,. L'éther diéthylique est ajouté pour précipitempbptide. Le mélange est broyé et
lavé trois fois a I'éther éthylique pour obtenirptaduit brut qui peut étre utilisé sans étape de
purification supplémentaire.

I. B Récapitulatif des propriétés des peptidedhstisés au DCM

Voir tableau ci-dessous.
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En rouge la position d’'une mutation comparée &tsnce initiale du peptide. Deux fractions onté&tés pour les séquences marquées par un (*tebgss de rétention

ne sont pas donnés pour tous les peptides. Laépdieetertains peptides ont été pris en compteti gad’analyse MS.

Notation Séquences Masse de MM + masse TFA Temps de
des Peptides produit pur (114) rétention
obtenue (mg) HPLC (min)
pF1(1-13) RLWCRYPHPPLTD 10 2110 6,53
(=1654+4x114)
pF1(1-9) RLWCRYPHP 32 1569 6,28
pF1(1-9) C4S RLWERYPHP 31,2 1553 6,5
pF1(4-9) CRYPHP 11,4 1000 -
pF1(4-9) C4S SRYPHP 22,4 984 -
pF1(1-10) RLWCRYPHPP 28 1780,5 6,4
pF1(2-9) LWCRYPHP 57 1413 6,3
pF1(3-9)A8 WCRYP_P 4 1049 5,7
pF1(1-8) RLWCRYPH 11 1586 6,1
pF1(3-9) WCRYPHP 18,6 1300 5,8
pF1(5-13) RYPHPPLTD 35 1437 7,1
pF1(8-13) HPPLTD 11,5 907 7.4
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pF1(1-12) R1K KLWCRYPHPPLT 6,8 1966,8 6,7
pF1(1-12) R1K cyclique** KLWCRYPHPPLT 7.8 1834,8 10
pF2(1-11) RQCNI CGASLY 22 1455 -
pF2(1-10) RQCNI CGASL 26 1292 6,3
pF2(2-10)* QCNI CGASL 8,8+19,8 1004 et 1022 6,4
pF2(3-10) CNI CGASL 10,2 894 6,5
pF2(1-10) C3S RQSNI CGASL 1,2 1276 -
pF2(1-10) C6S RQCNI SGASL en solution 1276 -
PF2(1-10)c3setcey RQSNI SGASL en solution 1260 -
pF2(1-11) Y11W RQCNI CGASLW 3,8 1478 _
pF2(3-13) CNI CGASLYSY 10 1307 -
pF3(1-11) ETCKCGSQUW\R 2,4 1638 -
pF3(3-13) CKCGSQW\RHS 0,5 1746 -
pF4(1-11) CARCGARVNVY 4,2 1553 5,8
pF4(3-13) RCGARVNVYKY 10 1784,5 7.7
pF5(1-13) RSLRGRCL SQHQD 35 2124 5,2
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I. C| Récapitulatif des caractéristiques des deptsynthétisés par Genscript
Notation des Peptides| Séquences Masse de | MM sans | Pureté % Recommandations de| Volume de
produit pur | les masses Genscript Rétention
obtenue (mg) TFA (mL)
pF1(1-13) RLWCRYPHPPLTD 10+10 1653,4 | 96 et 94,8 14,7%
pF1(1-13) Y6A RLWCRAPHPPLTD 5 1563,6 95,3 12%
pF1(1-13) H8A RLWCRYPAPPLTD 5 1587,9 97,8 12,66**
pF1(1-13) R5A Y6A | RLWCAAPHPPLTD 5 1476,7 96 12,66*
pF1(1-13) H8A T12A | RLMCRYPAPPLAD 5 1557.8 95,8 7,8%*
pF1(1-9) RLWCRYPHP 10+5 1227,8 | 92,8 et 96,7 Stockage & -20 °C, solub| 11,43*** et
dans I'eau a pH 7 12,5
pF1(2-9) LWCRYPHP 10 1071,9 95,1 Stockage a -20 °C, solub| 17,01****
dans I'eau a pH 7
pF1(3-9) VCRYPHP 10 958,3 93,4 Stockage a -20 °C, solub| 14,541%**
dans I'eau a pH 7
pF2(1-13) RQCNI CGASLYSY 10 1477,5 95,7 13,99
pF2(1-13) Y11A Y13A| RQCNI CGASLYSY 5 1291,9 98,3 12,3*
pF2(2-10) QCNI CGASL 10 949,4 91,1 Stockage a -80 °C, solub| 16,11*
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dans leau a pH 4
facilement oxydable e

solution neutre ou basique

pF2(3-10) CNI CGASL 10 779,4 97 Stockage a -80 °C, solub| 16,58****

Y

dans l'eau a pH 10, tré

facilement oxydable e

solution neutre ou basique

pF3(1-13) ETCKCGSQUIRHS 10 1520,8 97,9 18,04*

pF4(1-13) CARCGARVNVYKY 10 1502,8 96,5 8 G5***

* Colonne VP-ODS 4,6x150mm, Débit a 1mL/min, détet#o214 nm. Pompe A: 0,065 % acide trifluoroacétigTFA) dans I'eau, Pompe B : 0,05% acide

trifluoroacétique dans I'acétonitrile (ACN), TO%bde B et T25min de B
**Colonne Venusil MP C18-5, 4,6x150mm, Débit a 1mmir, détection a 220 nm. Pompe A : 0,1 % acidtutibacétique (TFA) dans I'eau, Pompe B : 0,1% acid

trifluoroacétique dans I'acétonitrile (ACN), TO%bde B et T25min de B
*** Colonne SinoChrom ODS-BP-5 4,6x250mm, Débit a Imih/ détection a 214 nm. Pompe A : 0,065 % acidledroacétique (TFA) dans I'eau, Pompe B :

0,05% acide trifluoroacétique dans I'acétonitrbeC(N), TO : 5% de B et T25min de B
=+ Colonne Alltima™ C18 5 4,6x250mm, Débit & 1mL/min, détection & AB0 Pompe A : 0,065 % acide trifluoroacétique (Ti8ahs I'eau, Pompe B : 0,05%

acide trifluoroacétique dans I'acétonitrile (ACNY)) : 15% de B et T25min 65 ou 75% de B
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|. D| Etude des peptides par dichroisme circulaire

Les expériences ont été réalisées sur un speotapbtre Chirascan d’Applied
photophysics a 25°C. Dans I'UV-lointain, les spestont été enregistrés entre 195-250 nm
dans des cuves de 300 et de 1 mm de trajet optique. Les conditions dssumes sont les
suivantes : Bande passante : 1 nm ; Pas : 1 ntes3é : 50 nm/min ; Réponse du détecteur :
1 sec. 4 scans par expériences sont enregistrésy&nnés. Les spectres, obtenus, ont tous
été normalisés afin de faire abstraction de la eotmation en peptide utilisée, et du nombre
de résidus de ces derniers (au préalable la cothtnibulu tampon est soustrait®gseptide
Bampon- LES spectres équivalents du tampon contenanhé&ses quantités de meétal ont été
enregistrés afin de soustraire la contribution dets a Iellipticité des échantillons
peptidiques.

L’équation de normalisation est la suivante :

g x0.1

81 = Ga X T x Naw)

ou (€] correspond a lellipticité molaire par résidu engdeenol-1.cm?, € correspond a
I'ellipticité mesurée en mdeg, [C] correspond actancentration peptidique par sous unité
monomérique en M, T précise le trajet optique en atrNaa correspond au nombre de
résidus.

Les solutions meéres de peptides ont été dilueésians du tampon Phosphate 20 mM
pH 7.5, soit dans du BisTris Propane 10 mM pH 7G KO mM MgSQ 5 mM pour obtenir
des solutions & 20M. Les spectres CD en UV-lointain des peptides afF4 a 2QM ont
été enregistrés aprés 15 minutes d’équilibration.
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lI| Test d’activité de liaison a 'ADN de la prots& Fur
d’E. coli

Pour évaluer I'effet des molécules sur 'activdi liaison de la protéine EcFur, le test
de la protection de la coupure par une nucléasé atiéisé.

[I. A] Principe

Le test a la nucléase permet de tester la capae# protéines purifiees Fur
d’Escherichia colmétallées ou non a se lier ou non a '’ADN.

Ce test nécessite un plasmide (pDT10) dans leajéeé insérée la séquence d’ADN
gu'EcFur est supposée lier. Cette séquence comdspa promoteur de l'aérobactine qui
contient naturellement un site (GANTC) pour I'ena/de restrictionHinfl. Le plasmide
pDT10 correspond a un plasmide dérivé du pUC19 eadié construit par Daniele Touati
(D’autréauxet al., 2002).

Selon les conditions testées, si la protéine egdis a sa séquence, I'enzyme choisie
va couper le plasmide aux différents sites de cauple Hinfl sauf si 'un d’entre eux est
protégé par la liaison de Fur. La digestion de lesmpide paHinfl, enzyme qui présente 6

sites de coupure, a été utilisée pour estimeaisdn d’EcFur a 'ADN (Figure V.3).

1530 pb

N, G
' Digestion par

; 1530 pb —»
550 pb T _,
+ Mn? t migrati
300 pb et migration 550 pb
300pb __,
<P Site de restriction Hinfl 251 pb —»

Promoteur de I'aérobactine

Figure V.3: Principe du test de protection a la copure par la nucléase Hinfl. A : carte des sites de coupure
pour Hinfl dans le plasmide pDT10. Les tailles attenduesfidegnents sont indiquées. B : profil de migration
sur gel d’agarose du plasmide pDT10 apres digegtaordinfl pendant 1 h a 37 °C en présence de protéine
EcFur inactive ou activée par le Kin
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II. B| Mode opératoire du test

Le mélange réactionnel de 10 comprend 1uM de EcFur dans du tampon 100 mM
BisTrisPropane pH7.5, 100 mM KCI, 5mM MgCiuxquels sont ajoutés M de MnCh.
Apres 10 min d’incubation a température ambian@nl de plasmide sont ajoutés. Une
incubation de 30 minutes a température ambiantegstse. 1 a 4 unités dinfl, selon I'état
d’activité de 'enzyme, sont alors ajoutées et Eange réactionnel est incubé une heure a 37
°C. 1uL d’EDTA a 500 mM est ajouté afin de stopper lacté&m. Le produit de la digestion
est déposé sur un gel d’agarose de0.8% dans du mafrs) Acétate, EDTA (TAE) 0,5X
contenant du BET ou du Gel red (15 pL de solutmmcentrée 10 000X dans 50 mL).

Pour étudier la capacité des peptides pFl a pi& gue des formes mutées et/ou
tronquées a inhiber la liaison d’EcFur a 'ADN, dpsantités croissantes de peptides (de 0 a
500 uM) sont ajoutées a la protéine EcFur avant ou apréwllation par le MnGl Une
incubation de 20 min a température ambiante estieffe. Les étapes successives (ajout ou
non de métal, ajout de pDT10 puis digestion enziguaj sont effectuées comme décrit ci-
dessus.

Il est a noter que ce test est assez délicat decdassa sensibilité aux traces
métalliques en particulier et que des dépots dimsspuits contréles sont nécessaires dans

chaque gel.

II. C| Surproduction et purification des protéias-ur

La protéine EcFur a été surproduite et purifiémmmme précédemment décrit (ref)a
partir de cellules BL21(DE3) fraichement transfoesiéavec le plasmide pET-30or
(D’autreauxet al, 2002). Une pré-culture d’'un transformant est faiiela nuit a 37 °C avant
de diluer 100 fois la suspension bactérienne ddngd&LB contenant de la Kanamycine a 50
pug/mL.

Aprés culture des cellules a 37 °C sous agitatioor ptteindre une absorbance
a600nm de 0.6, la surproduction est induite avetld&G a 0.5 mM final pendant 3h. Les
cellules sont centrifugées a 6000 g pendant 10 esn&ait6°C. Les culots correspondanta 1 L
sont resuspendus dans 30 mL de MOPS 100 mM p®8AER0 mM, 10 % m/v sucrose, 10
% glycérol v/v contenant trois inhibiteurs de pestés : I'ICT (inhibiteur de la trypsine et de

la chymotrypsine) 10 mg/mL, le PMSF a 1@/mL et la pepstatine A a dg/mL. La
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suspension bactérienne est soniquée, sur un bajade, pendant 5 cycles de 30 secondes
(pulser 3.5 ; amplitude 75-90 ; Tuner < 25%). Lebris cellulaires sont éliminés par
centrifugation a 20000 g pendant 20 minutes a 6 L%3. protéines du surnageant sont
précipitées par « salting-out » en amenant proiyes&nt la concentration en sulfate
d’ammonium a 77.5 % La précipitation se déroulessagitation sur la nuit a 6 °C. Le
précipité est récupéré par une centrifugation €085 pendant 30 min a 6 °C et redissous
dans 30 mL de Tris/HCI 20 mM pH8 contenant 10%d&wglycérol. Afin d’éliminer les sels,
les extraits protéiques sont dialysés deux foisd2is 2 litres de tampon Tris/HCI 50mM pH
8 contenant 10 % v/v de glycérol. Le matériel inbté est €liminé par une centrifugation a
35000 g pendant 30 min a 6 °C.

Les extraits protéiques sont chargés a 0.5 mL/min we colonne d'affinité
Chelating Superose, GE healthcare), préalablensuatée par une solution de ZnSO4 a 20
mM puis lavée avec du Tris/HCI 20 mM pH 8 jusquéaduie le pH remonte a 8. La colonne
est alors rincée avec différents tampons afin miéler les contaminants :

- 320 mL deTris/HCI 20 mM pH 8

- 180 mL de Tris/HCI 20 mM pH 8, (NH4)2S04 500 mM

- 120 mL de BisTris 100 mM pH 6

- 200 mL Tris/HCI 20 mM pH 8, glycine 25 mM

La protéine est alors éluée par une solution 8L histidine a 50 mM diluée dans du
Tris/HCI 20 mM pH 8, glycine 25 mM.

Les fractions contenant la protéine sont regroupeglycérol est ajouté de maniere a
avoir 10 % v/v final. Le tout est traité par 'TEDTgH 8 a une concentration finale de 20 mM
pendant 30 minutes sous agitation a 6 °C afin dkbarrasser du Zn2+ élué par I'histidine.

La protéine est alors précipitée par I'ajout ddagald’ammonium a 77,5 % sur la nuit
a 6 °C sous agitation. Le précipité est récupérépa centrifugation de 35000 g pendant 30
minutes a 6 °C puis redissous dans 3 a 4 mL dedaripis/HCI 100 mM pH 8, KCI 100
mM.

La derniére étape de purification consiste en ua®noe de filtration sur gel
(Superdex 75 prep grade (HR16/60) GE Healthcarexdlonne est équilibrée avec Tris/HCI
pH8 100 mM, KCI 500 mM. La protéine Fur se retroalams les pics a 58 mL (dimere) et 63
mL (monomeére). Les pics observés avant 50 mL conéiet majoritairement de la protéine
Fur sous forme d’oligoméres (tétramere, hexamereothmere) qui sont difficilement

utilisables.
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Les fractions contenant du dimére ou du monomeéres @ont regroupées et
concentrées sur Ultrafree (cut-off 5000, Millipore)

Passage du monomeére au dimere :

La protéine EcFur monomérique est incubée aM0dans le tampon 20 mM MOPS
pH 7.4, 500 mM NaCl avec 1 équivalent de DTT etqli¥alent de CdSO4 ou ZnSO4
pendant 15 min a 25 °C puis est injectée sur c@amfiltration sur gel (Superdex 75 10/300
GL). Les fractions contenant le dimére sont récépgret concentrées sur un « Ultrafree » de
15 mL avec un « cutoff » de 10 kDa.

La pureté de la protéine est vérifiée par gel SB&P a 17 %. La concentration en
protéine est déterminée par un dosage en speqbieddy¥-Visible a 277 nm, en utilisant un
coefficient d’extinction massique de 0.4 mg/mL.fratéine est stockée a -80°C avec 10% de
glycérol. Le rendement de purification est de 1Zang de protéine pure par litre de culture

bactérienne.
II. D| Essais de co-cristallisation

Il. D. 1| Dép6t automatique

Les essais de co-cristallisation automatiquesisesala Tromso (Norvege) ont été
effectués par le robot de cristallisation de prgéPhoenix DT (RIGAKU). Cinq librairies de
produits chimiques (96 puits) ont été testées :

- UCSG+

- Hampton Cristal Screen (1 et 2)

- Tromso Kanj Tromso-stock ten (locale)
- Tromso Stockpegs eleven

- Wizard 1l et?2

Cela fait 576 conditions pour chaque concentratiortomplexe EcFur-Mi-peptide.

Les conditions des essais de co-cristallisatioreétdes suivantes :

. Métallation de la protéine 10 mg/mL avec du®¥a 1,1 équivalents

. Les peptides pF1(1-10), pF1(2-9) et pF1(3-9) o &putés a la
protéine a une staechiométrie peptide/dimere de 2:1.

. Les mélanges ont été concentrés a 10mg/mL.
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. Un autre échantillon a été réalisé avec le peptmeEl(3-9)
peptide/dimere (1:1) équivalent dans lequel aa@tuté 1uL de dithiothréitol (DTT) 500 mM
pour réduire d’éventuels ponts disulfures.

Apres avoir placé de nouvelles plaques de 96 ,péllspL de produits chimiques
(conditions) sont déposés. Ensuite 0,2 uL d’écHans des complexes Fur-peptides sont
ajoutés aux produits chimiques. Les plagues saaurertes de facon hermétique d’'un film
plastique de maniere a ne laisser aucun espacelestpuits. Les plaques sont centrifugées et
observées au microscope pour Vérifier si les gewtmt bien déposées et ordonnées. Les
plagues sont ensuite rangées dans le robot inaub&lighemist Il relié a un ordinateur équipé

du logiciel de visualisation CrystalTrak versig@_1.2.
[I. D. 2| Optimisation manuelle de EcFur-fpF1(1-10)

Comme il a avait été observé un début de cristibn de ce complexe dans du
Dioxane a 35% a I'EMBL, nous avons entrepris doygier manuellement les conditions de
ces essais.

Le Dioxane (Fluka Mw : 88,11 g/mol) a été diludupobtenir 30, 32, 34, 36 et 38%
dans I'eau ultra pure (Volume finale = 500 pL) épdsé en duplicata sur une plague 6X4
puits. On rajoute dans chaque puits 0,8 pL du cerepEcFur-MA*-pF1(1-10) (1: 1,1: 1)
concentré a 10 mg/mL. La plaque est soigneuseraeativerte et déposée dans l'incubateur.
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lll| Amarrage moléculaire

lll. A|L'amarrage automatique avec Glide

Glide est un programme d’amarrage automatiquexdediété Schrodinger disponible
sous licence. Il utilise une méthodologie d’amagrédgsée sur une grille comme AutoDock
avec une évaluation des interactions par une fomctnergétiqgue. Glide a été congu pour
effectuer une recherche exhaustive de la positlen,orientation et de la conformation du
ligand avec une grande précision dans un tempgdresnnable. La durée de prédiction de
I'amarrage d’'une molécule ayant moins de 10 anfigegbles est de moins d’'une minute sur
un processeur Linux AMD Athlon MP 1800+. Les affés de liaison prédites sont
comparables a celles des données cristallographiqaecomplexes avec un « RMSD »
moyen de 2,3 kcal/mol {Friesner, 2004 #54}.

lll. A. 1| Méthodologie

Glide utilise une série de filtres hiérarchiquesupta recherche des positions des

ligands dans le site actif de la protéine Figur@.V.

Ligand conformations

\

1. Site-point search

2a. Diameter test

\2C. Greedy score /

/

2d. Refinement

3. Grid minimization \ /

+ Monte Carlo

4, Final scoring

(GlideScore) +

Figure V.3: Processus d’amarrage de Glide {Friesne2004 #54}
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La forme et les propriétés du récepteur sont reptéss par une grille avec différents
champs de force. Ces champs sont générés commétape de prétraitement du récepteur
qui est exécutée une seule fois pour chaque ragephie prochaine étape produit un ensemble
de conformations du ligand initial. Ces conforroati sont sélectionnées a partir d'une
évaluation desminima du terme d’énergie des angles de torsion du lighmd premier
criblage est réalisé sur ces conformations powrciéhner les « poses » prometteuses du
ligand. A partir de la position du ligand issu date présélection, Glide réduit I'espace de
recherche du ligand pour minimiser le temps deutadxtrémement long. A partir de la
« pose » choisie par le criblage initial, I'énerdie ligand est minimisée dans le champ du
récepteur en utilisant le champ de force de mécanidmssique OPLS-AA en conjonction
avec un modele diélectrique dépendant de la distdfrfin, trois a six des « poses » de plus
basses énergies sont soumises a une procédure e I@arlo utilisée pour minimiser
I'énergie des angles de torsion. Cette procéduragieaussi d'orienter correctement certains
groupes périphériques.

lll. A. 2| La fonction de score

Glide utilise deux fonctions de score pour évalliateraction des ligands avec le
récepteur : la précision standard: « SD » et la@xyrécision: « XP » a choisir selon le temps
de calcul et la précision désirés. La fonction 3D mrésentée ci-dessous {Friesner, 2004
#54} -

AGyg = Clipo—lipozf(F i) T
Chbond—neut—neutzg(Ar) h(Aa) +
Chbond—neut—cl-largedzg(Af) h(Aa) +
Chbond—charged—chargedzg(Af) h(Ao) +

Cn'lax—metal—ionzf(r lm) + C;‘Otl)]_[I‘Otl) +
Cpolar—phob I/polz,n"fpl’lob + CcoulEcoul +
CoawEvqw T solvation terms

La fonction de score de Glide est basée sur Chera$Etdridge, 1997 #158} tout en
incluant de nombreuses modifications. Le terme lyleplipophile Gipo-ipo , par exemple, est
tiré de ChemScore. Le terme de liaison hydrogéne.é&st également du type Chem-Score,

mais est séparé en différentes composants pondguéegrient selon que I'on traite un
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donneur ou un accepteur d’hydrogéne. Le termeeddntion métal-ligand Gax-metar-ionutilise
la méme fonctionnelle que dans ChemScore mais @gwelgjues variantes. Par exemple, ce
terme ne considere que les interactions avec tesest accepteurs anioniques (tels que, par
exemple, les deux oxygenes d'un groupe carboxyl@ejte modification dans Glide
permettrait de reconnaitre la préférence des ligamibniques pour le centre métallique dans
les métalloprotéases. Le septieme terme, issu ckragraphie du site actif favorise un atome
polaire, mais non impliqué dans une liaison hydnegéclassification de ChemScore) qui se
retrouve dans un environnement hydrophobe.

La deuxieme composante majeure de cette fonctignEGu + CiawEvaw représente
les énergies d’interactions de Coulomb et de vdtkede ligand et le récepteur.

Les termes de solvatation utilisent une composardicite ou les molécules d’eau
sont en compétition avec les « poses » du liganchetcomposante d’énergie empirique qui

mesure I'exposition des différents groupes au stlva

Aprés I'amarrage, Glide peut classer les « posds kgand en fonction de la valeur
de I'énergie SD ou en fonction du RMSD. La métho@epréparation du ligand et de la
protéine a déja été décrite dans le chapitre .

[ll. B| Méthode de paramétrisation des petites ouks pour CHARMM

La paramétrisation d’'une nouvelle molécule danslhimamp de force de mécanique
moléculaire tel que CHARMM est un processus conglek colteux en temps de calcul.
Nous avons utilisé une méthode simplifiee dansr@eatl car la molécule paramétrée était
proche d’un résidu tryptophane et donc le transferia plupart des parametres était possible.
Nous avons utilisé le programme Gaussian (G03) pptimiser la géométrie de la molécule
au niveau de théorie MP2 avec des bases 6-31G*tposies atomes. Une charge totale de 0
et une multiplicité de spin de 1 ont été utilisdess charges partielles de tous les atomes ont
été calculées sur la molécule optimisée par la odéthde Merz-Kollman basée sur
I'ajustement du potentiel électrostatique. Nous avensuite confié a VMD et son module
« Molefacture » le soin de créer un fichier de stmec (ps) contenant la connectivité de la
molécule. Les paramétres liés et les paramétresadeder Waals ont été extraits d’atomes

équivalents dans la topologie CHARMM (principalernén résidu tryptophane).
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[ll. C| Matériels informatiques

Nous disposons dans le groupe de Modélisation ghi€hrhéorique dans lequel jai
travaillé de 5 stations de travail de type monobiguocesseur quadri-cceur Xeon muni d'une
dizaine de Go de mémoire vive, 200 Go de disquepdur le stockage des données et de
beaux écrans 22 a 24 pouces pour la visualisatioléaulaire. A ces stations, s’ajoute un
« cluster » de 5 stations biprocesseur quadri-ceeliées par réseau Gigabit-Ethernet
permettant d’effectuer des calculs paralléeles.

J'avais également acces au « cluster » de 128 gweges de la Direction des Sciences
du Vivant du CEA sur lequel est installée la sdigs logiciels Schrodinger tels que Glide.

La majorité de mes calculs (AutoDock, CHARMM) ot éffectués sur ma station de
travail dédiée en environnement Linux ou sur ldsegustations du groupe. Toutes les stations
et les 2 clusters sont accessibles sur le résemméntlu CEA via le protocole « ssh ».

Enfin, jai utilisé pendant quelques jours les cagses de calcul de I'Université de Norvege a

Tromso ou était implémenté le logiciel Gold.
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|| Le programme AutoDock4.2

AutoDock est constitué d’'un ensemble de programated’utilitaires exécutés en
ligne de commandes ou sur une interface graphique environnement Unix. Cette section
permet une prise en main rapide du logiciel. Eliéspnte la séquence de commandes a
exécuter pour effectuer un calcul d’amarrage. Cieega I'usage des utilisateurs débutant
avec AUTODOCK, permet de lancer rapidement les mercalculs a partir des fichiers
bruts du ligand et du récepteur. Des indicatiomdassnature et I'influence des différents outils

et parametres jalonnent la procédure ainsi queggaslrecommandations.
I. A| Préparation des fichiers

La macromolécule doit étre représentée avec sésdgnes polaires ainsi que les
charges partielles de tous ses atomes. Cette mpesat fait avec le modulBUTOTORSdu
programme. A partir d’'une structure PDB ou d’'unastauction de modéles, il faut ajouter les
atomes d’hydrogenes dits « essentiels » c'esteapdiaires. AutoDockTools (ADT) crée un
fichier .pdbgtqui contient les informations sur les chargesigiées, les atomes d’hydrogénes
polaires, les pivots et le nombre d’angles de emisidéfini. Un exemple de fichigndbqgtest

donné ci-dessous en exemple.
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Sample PDBQT file

REMBREFEK 4 active torsions:
REMARF. status: ('A' for Active; 'I' for Inactiwve)
REMARF 1 A between atoms: W_1 and CA_B

REMRERF Z A between atoms: CA 5 and CB_6
REMREREF i B betwsen atoms: CA 5 and C_13
REMARF 4 B betwesen atoms: CB & and CG_7
ROOT
ATCM 1 CA FPHE A 1 25.412 1%.5%5 12.578 1.00 12.96 0.287 C
ENDROOT
BRANCH 1 2
ATOM 2 N PHE A 1 25.226 18.39%4 13.381 1.00 13.04 -0.06E H
ATOM 3 HN3 FHE A 1 25.856 17.643 13.100 1.00 0.00 0.275 HD
ATOM 4 HNWZ PHE A 1 25.568 18.517 14.337 1.00 0.00 0.275 HD
ATOM E HN1l PHE & 1 24.247 18.105 13.350 1.00 ©.00 0.275 HD
ENCEBRARCH 1 2
BRANCH 1 &
ATOM & CE PHE & 1 26.873 20.027 12.625 1.00 12.45 D.082 C
BRANCH 6 7
ATOM 7 O PHE & 1 27.286 20.62% 13.%23 1.00 12.96 -0.086 B
ATOM B CD2 PHE A 1 27.470 22.001 14.050 1.00 12.47 0.007 B
ATOM 9 CEZ PHE A 1 27.877 22.571 15.265 1.00 13.98 0.001 A
ATOM 10 CE FPHE & 1 28.108 21.754 16.360 1.00 13.84 0.000 B
ATOM 11 CEl PHE & 1 27.91% 20.380 16.242 1.00 13.77 0.001 B
ATOM 12 CDl1l PHE A 1 27.526 1%.821 15.027 1.00 11.32 0.007 A
ENDBRANCH & 7
ENDBRANCH 1 &
BRANCH 1 13
ATOM 13 C PHE A 1 25.015 1%.417 11.141 1.00 13.31 0.204 C
ATCM 14 02 PHE A 1 24.65% 20.534 10.507 1.00 12.12 —-0.646 OR
ATOM 1§ 01 PHE & 1 25.024 18.283 10.608 1.00 13.4%5 —-0.646 OR
ENDEBRANCH 1 13
TORSDOE 4
Root /CD1_CE1\
01\ ca-ece\ /cz
C CA CD2—CE2
02 N=—-=HN3
HN1 HN2

Figure VI.1: Exemple d'un fichier .pdbgtd’AutoDock

- 278-



Chapitre VI [| Autodock4.2

I. B] Calcul des grilles de potentiels

Les grilles de potentiels sont calculées par legramme AUTOGRID selon les
instructions du fichier de paramétrage qu’on luirfou Le fichier de paramétrage est un
fichier texte dont I'extension egypf (Grid Parameters File
Les parametres, codés par des mots clé, indiquent :

- Les noms de fichiers du ligand et du receptew farmats pdbqt

- Le centre et les dimensions de la boite ainsilggpacement entre les points de la grille
respectivement (choix d’une coordonnée d’'un atotfe40 et 40 points en x, y et z et 0,375
A d’espacement) par défaut;

- Les types d’atomes présents dans le ligand etlpsquels il faut calculer une grille ;

- Les termes des constantes a calculer.

Chaque grille calculée est enregistrée dans unefictont I'extension esnhap Le fichier de
parametres doit étre généré simultanément a mhsirfichiers du ligand et du récepteur. La
boite est alors centrée sur le ligand et ses dimesnsont proportionnelles a la taille de ce
ligand. Par conséquent, il est nécessaire d'éditerfichier généré pour modifier les
parametres de position et de dimension de la ladittede I'ajuster au mieux a la région du
récepteur que I'on étudie. Les grilles ainsi caesl peuvent étre réutilisées pour tout ligand
ne comportant pas de nouveau type d’atome et demgpibrer la méme région de la

macromolécule.

I. C|] Recherche des solutions d’amarrage

C’est le programme AUTODOCK qui va faire cette hexche en fonction des
parametres qu’on lui transmet par I'intermédiairandfichier dpf (Dock Parameters File
Les parametres d’'un calcul dAUTODOCK sont :
- Les noms des fichiers contenant le ligand egii#ies de potentiels a utiliser ;
- L’état initial du ligand (position, orientation @nformation aléatoire ou précisée) ;
- La méthode de recherche a utiliser (RSMC, AG @Lavec les parametres associes et les
parametres de I'algorithme d’optimisation locale plauméthode AGL.
Les parametres de l'algorithme génétique sont :
- La taille de la population. La valeur par défesit de 150 mais peut étre modifiée en

fonction du nombre de degrés de liberté et deridite de la boite a explorer.
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- Le nombre maximum d’évaluations d’énergie, 2 80D par défaut. C'est un
paramétre d’arrét de I'amarrage utile lorsque lecessus met trop de temps, ou ne parvient
pas, a converger.

- Le nombre maximum de générations qui est un gudrametre d’arrét, 2700 par
défaut. Ces deux derniers parametres sont a adaptgintement en fonction de la taille de
la population, du nombre de degrés de liberté,&endue de la boite a explorer et du degré
de convergence a atteindre. Le degré de convergesiceorrélé au nombre de solutions
distinctes, ou classes, que I'on veut obtenir.

- Le niveau de sélection élitiste : le nombre deslleurs individus qui survivent
automatiquement a la génération suivante. La valeundard est 1.

- Le taux de croisements. Le croisement est I'dpérad’exploration globale, sa
probabilité doit étre élevée pour que I'AG ait eeactére global. La valeur standard est 0,8.

- Le taux de mutations. Cet opérateur joue un a@lptimisateur local pour les AGs
purs (darwiniens) en opérant des variations dedagphplitude sur les genes, chose que le
croisement fait trés difficilement. Avec I'opératedioptimisation locale explicite des AGL,
ce role devient inutile et la mutation sert seulet@réintroduire des alléles éliminés par la
sélection. Sa probabilité doit donc étre faible damsAGL. La distribution de Cauchy donne
un compromis entre des variations radicales eedpéoration trop détaillée de la topographie
conformationnelle. La valeur standard est 0,02.

- Le nombre de générations précédentes N danselesxjon recherche I'individu le
plus mal adapté pour calculer le facteur de s@egbroportionnelle. Si cette valeur est trop
grande, les plus anciennes générations qui sonbjpémisées, vont perturber la sélection en
gommant les écarts entre les nouvelles solutioes.meilleurs individus de la génération en
cours n‘auront pas beaucoup plus d’enfants quenl@ss bons individus et la population
convergera trés lentement. Si N est trop petipdpulation convergera rapidement vers le
minimum local le plus proche. On peut faire I'argidoentre ce parametre et a un facteur
d’échelle : si on est trop pres du relief énerggtiqn n’en voit qu’une partie et on trouve une
solution locale, si on est trop loin on ne distiaquius le relief. La valeur optimale est de 10
géneérations.

- Les valeurs de la moyenne et la variance de dailalition de Cauchy pour la
mutation des génes. Les valeurs standard sont @espectivement.

Le nombre de cycles « Run» a exécuter c'estealdi nombre de solutions

souhaitées.
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Dans le cadre d’'une recherche par AGL, les paraséle I'optimisateur local (Solis-
Wets) sont :

- Le nombre maximal d’itérations d’optimisation, 3@Our une petite molécule
organique ;

- Le nombre de succes consécutifs de I'optimisaiant de modifier la taille du pas
de I'opérateur. La valeur standard est 4.

- Le nombre d’échecs consécutifs de I'optimisatwant de modifier la taille du pas
de I'opérateur. La valeur standard est 4.

- La taille du pas de I'opérateur sur les géngsoséion : entre 0,2 A et 1 A.

- La taille du pas de l'opérateur sur les genesiatitation : entre 5° et 50°. Les
multiples de 360 sont a écarter si 'on veut évderre-tester périodiqguement les mémes
valeurs d’angle. Il est également souhaitable quee pas soit un réel ou un entier grand,
supérieur a 36, pour assurer I'exploration finecds génes. Les pas de translation et de
rotation sont des pas de recherche locale.

- La taille initiale de « I'espace de recherchalec>. C’est le facteur qui est doublé ou
divisé par deux apres quatre optimisations cons&sutie méme tendance et qui pondere les
pas de recherche locale. Sa valeur initiale estl d& ne devrait pas étre modifiée par
I'utilisateur.

- La taille limite inférieure de I'espace de redhmer locale. C’est un paramétre d’arrét
de I'optimisation locale. Il indique la « finessal’ptimisation en dessous de laquelle on ne
descend pas. La valeur par défaut est de 0,01tré\ diexemple, il faut au minimum 4x7
itérations d’optimisation pour que la taille despace de recherche passe de 1 a 0,01.

- Le nombre maximum de cycles d’optimisation.
Un cycle d’amarrage s’arréte soit :
- Lorsque le nombre maximal de générations eshhite

- Lorsque le nombre maximal d’évaluation d’éneggeatteint ;

- Lorsque la population a convergé vers une uniglugisn.

I. D| Analyse des résultats

A la fin de chaque cycle d’exploration, AutoDochregistre la meilleure solution
d’amarrage du cycle c’est a dire le phénotype ideiVidu de la derniére génération ayant la
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meilleure interaction avec le récepteur. Le fichiler résultats contiendra donc autant de
solutions que de cycles exécutés. Ce fichier pletdension dlg et peut étre visualisé a

'aide du programme d’interface ATD. AutoDock pefatire une premiere analyse des
résultats en regroupant les solutions en clasdastécs) en fonction de la racine de la
moyenne des carrés des écariRoet Mean Square Deviation(RMSD) des coordonnées

atomiques. Si le RMSD entre deux molécules estigfée & 2 A (par défaut), ces deux
solutions sont dans la méme classe.

La meilleure solution est celle de plus bassegi@eat une convergence de toutes les
solutions vers la méme classe parait souhaitab&hévreusement, un ligand peut adopter
différents modes de liaison avec le récepteur etddele de I'énergie n’est pas parfait. Il est
donc intéressant d’obtenir plusieurs classes sargamme d’une dizaine de kcal/mol. Elles
peuvent révéler les differents modes de liaison digand a un récepteur. Le nombre de
classes obtenu dépend du degré de convergence rdehlarche et c’est en jouant sur le
nombre d’évaluations de I'énergie et le nombre éeégations qu’on module le nombre de

classes obtenues.
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[l| Synthése peptidique

Voici quelques informations de base sur les péipsi des acides aminés qui sont

tirées du cours de Master 2 de Chimie Bio-Organigfugio-Inorganique (CBOBI) réalisé en

2008 a l'université J. Fourier.

lI. A|] Liste des acides aminés

- Hydrophobes :
R Nom
H Glycine
CH, Alanine
‘< Valine
*/ Isoleucine
/W/ Leucine
{ql Proline

Phénylalanine

2 :
—CHTQOH Tyrosine

Tryptophane
—CH;

7

Hydrophobe  inm)>
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Codes
Gly
Ala
Val
Ile

Leu

Pro

Phe

Tyr

Trp

Propriétés
flexible
hydrophobe
hydrophobe
hydrophobe
hydrophobe

cyclique, hydrophobe
casse les helices-a

hydrophobe

hvdrophobe
Liaisons H

hydrophobe
Liaisons H

Intérieur de la protéine
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- Polaires
R Name Codes Properties
CH,OH Sérine Ser S Liaisons H
CH(CH;)-CH; Thréonine Thr T Liaisons H
CH,SH Cystéine Cys C ponts disulfure
CH,-CH,-CH,-5-CH, Methionine Met M hydrophobe
CH,-CONH, Asparagine Asn N Liaisons H
CH,-CH,-CONH, Glutamine Gln Q Liaisons H
CH,-COOH Acide aspartique  Asp D  Liaisons ioniques, Liaisons H
CH,-CH,-COOH Acide glutamique  Glu E  Liaisons ioniques, Liaisons H
CH,-CH,-CH,-CH,-NH,* Lysine Lys K Liaisons ioniques, Liaisons H
CH2-CH2-CH2-NH(NH2)=NH Arginine Arg R Liaisons ioniques, Liaisons H
%B Histidine His H Liaisons H
N

Polaire mmmm» Extérieur de la protéine
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II. B| Les structures peptidiques

- Les caractéristiques de la liaison peptidique.

.0 R H
:;' 0?‘?9 vV o rlq
R H 0 R
Xaa*"! Xaa'  Xaa™!
(A) (B) (€)
0] 0
trans . trans
)J\[:]/ )L]:]/ ® = 1806 !*r 'H
H H o] o I:I/
H
Forme trans ” 25 KCal 13-20 KCal
plus stable
o® 0 5 .
- cis / G
A% At o2 j: H o 65%
- | 005% NON
H

Hélice o : 3.6 a.a./tours
Pp=57", w=47"

015 nm
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- Les feuille3
) (®)
H O R II-| I;‘l R O I;I
SN AN
0O R H O 0O H R O
H O R H A 0 R H
WS S
0 R H o] (o] R H 0

hydrogen
bond

Figure V1.2: (A) Feuillets B paralléles, et (B) (C) feuillet3 anti-paralléles

- Les coudes

Figure V1.3: Coude B (4 acides aminés impliqués)

[I. C| Protection des groupes fonctionnels des peptides

La protection des chaines latérales des peptidesgpel’éviter des réactions secondaires.
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Peptide déprotégé : Peptide protégé :
HO_ O

wly J)M »¢

0 : H © : H OH
5 N 0
(/NH \Q Y 0
2 0
o S

H-Ala—-Lys—Glu—Tyr—Leu-0H

H 0 H 0
HBN/JW(N\E)J\N H/MN o

H-Ala—Lys(Boc)—Glu(OtBu)— Tyr(tBu)—Leu—OH

Figure VI1.4: Exemple de peptide protégé (a droitegt déprotégé (a gauche)

- Protection de la fonction amine em: Lien du type carbamate : Y-O-CO-NH-R

Group Symbol Y-0O Cleavage conditions
Benzyloxycarbonyl Z Z I 0 H;/Pd, HBr/AcOH,
x Na/lig. NH,
4-Methoxybenzyloxy-  Z(OMe) TFA; Hy/Pd; Na/liq.
carbonyl ~ NH;
0
2-Nitrobenzyloxy- Z(2-NO,) NO, H,/Pd (more labile
carbonyl 0 than Z)
HBr/AcOH (more
stable than Z)
tert-Butoxycarbonyl Boc TFA,
0 TFA/CH,Cl,,
HCl/organic solvent
Fluorenyl-9-methoxy-  Fmoc Piperidine, DBU, 2-
carbonyl Q aminoethanol,
. Morpholine,
Q Lig. NH,
Allyloxycarbonyl Aloc P 0 Pd’/mucleophile
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Chapitre VI

[l| Synthése peptidique

- Protection de la fonction carboxy er: Lien du type ester

Ethyl Et
Benzyl Bzl
4-Nitrobenzyl Nbz

2,4-Dimethoxybenzyl 2,4-Dmb

tert-Butyl tBu

9-Fluorenylmethyl Fm

Allyl Al

/’\0

J

0
Lre
O,N
0/
0
~0

>r0

8.

v

- 288-

Alkaline or enzy-
matic hydrolysis

H,/Pd, HBr/AcOH,
Liq. HF,
Alkaline hydrolysis

H,/Pd, alkaline hy-
drolysis, stable to
HBr/AcOH

19 TFA/CH,Cl,

TFA, HCl/AcOH,
HBr/AcOH,
BF,- OFt,/AcOH

Piperidine

Pd(0), nucleophile






Résumé:

Fur (Ferric Uptake Regulator) est un régulateur transcriptionnel spécifique des bactéries
qui intervient dans le contrdle de I’homéostasie du fer, ce qui en fait une cible antibactérienne
intéressante.

Avant mon arrivée au laboratoire, quatre inhibiteurs interagissant spécifiquement avec Fur
avaient été isolés. La partie active de ces inhibiteurs consiste en des peptides de 13 a.a.

Au cours de cette these, j’ai utilisé une double-approche : théorique et expérimentale pour
¢tudier I’interaction de ces peptides avec Fur afin de comprendre le mécanisme d’inhibition.
J’ai synthétisé plusieurs séquences peptidiques, montré par des tests biochimiques que certaines
inhibaient Fur et déterminé les interactions importantes a I’activité inhibitrice. J’ai obtenu des
modeles théoriques des complexes Fur/peptides par amarrage moléculaire, cohérents avec les
résultats expérimentaux, qui ont mis en évidence une zone d’inhibition de Fur. Des criblages in
silico dans cette zone ont permis de sélectionner de petites molécules, inhibitrices potentielles

de Fur et donc intéressantes pour des applications thérapeutiques.

Abstract:

Fur (Ferric Uptake Regulator) is a transcriptional regulator involved in the control of iron
homeostasis. Specific to bacteria, Fur is an attractive antibacterial target.

Before my arrival in the laboratory, four inhibitors interacting specifically with Fur had
been isolated. The active part of these inhibitors consists of peptides of 13 aa.

In this thesis I have used both theoretical and experimental approaches to study interactions
of these peptides with Fur in order to understand the inhibition mechanism. I have synthesized
several peptide sequences, shown through biochemical assays that some of them could inhibit
Fur and I have identified residues important to the inhibitory activity. [‘ve obtained theoretical
models of Fur/peptide complexes consistent with experimental results, which reveal an
inhibition pocket in Fur. Small molecules have then been selected though /n silico screening of
this pocket, that could potentially inhibit Fur, and thus be interesting for therapeutic

applications.



