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Résumé : Cette these porte sur la génération de
protéines artificielles aux propriétés d'interactions
modulables par I'ajout d'un modulateur protéique.
L'objectif est de pouvoir capturer une cible protéique
ou cellulaire au moyen d’'une protéine sélectionnée
au sein d'une bibliothéque a deux domaines, puis de
la relacher en présence d'une tierce protéine appelée
modulateur allostérique. Le principe de ce projet
repose donc sur la flexibilité de I'architecture des
protéines de la bibliotheque qui doivent pouvoir
passer d'une conformation compatible avec la
fixation de leur cible a une conformation ne
permettant pas leur interaction avec cette méme
cible en présence du modulateur. Ce modulateur est
générique, c'est a dire qu'il doit pouvoir induire un
changement de conformation incompatible avec la
fixation de la cible pour tous les interacteurs de la
bibliotheque.

Dans un premier temps, une bibliothéque de
protéines artificielles a deux domaines a été congue
et construite a partir d'une nouvelle ossature
protéique thermostable. Cette bibliotheque
comporte 1.4 milliards de clones indépendants.
Dans un second temps, un modulateur allostérique
capable de reconnaitre les deux domaines des
protéines de la bibliotheque a été construit et sa
structure a été résolue par cristallographie. Des
sélections par phage display ont ensuite été
réalisées sur plusieurs cibles protéiques. Des
interacteurs ont été obtenus sur deux cibles : I'eGFP
choisie comme protéine modele et TROP 2, une
protéine membranaire marqueur de cellules
épithéliales et surexprimée dans les tumeurs.
L'étude des complexes ainsi générés et des effets
du modulateur a été initiée.

Title : Design, construction, and applications of artificial proteins library with allosteric properties

Keywords : Biotechnologies, Cell display techniques, protein interaction motifs and domains

Abstract : This thesis focuses on the generation of
artificial proteins with interaction properties that can
be modulated by the addition of a protein modulator.
The objective is to be able to capture a protein or cell
target by means of a protein selected from a two-
domain library, and then release it in the presence of
a third protein called an allosteric modulator. The
principle of this project is therefore based on the
flexibility of the architecture of the proteins in the
library, which must be able to change from a
conformation compatible with the binding of their
target to a conformation that does not allow them to
interact with this same target in the presence of the
modulator. This modulator is generic, i.e. it must be
able to induce a conformational change incompatible
with target binding for all the interactors in the

library. As a first step, a library of artificial two-
domain proteins was designed and constructed
from a novel thermostable protein backbone. This
library contains 1.4 billion independent clones. In a
second step, an allosteric modulator capable of
recognising both domains of the library proteins
was constructed and its structure was resolved by
crystallography. Selections by phage display were
then made on several protein targets. Interactors
were obtained on two targets: eGFP chosen as a
model protein and TROP 2, a membrane protein
marker of epithelial cells and overexpressed in
tumours. The study of the complexes thus
generated and the effects of the modulator has
been initiated.
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Liste des abréviations

A : Angstrom

mA :milliampere

mins : minutes

h : heures

mM : millimolaire

KM : micromolaire

nM : nanomolaire

pM : picomolaire

TBS : tris buffer saline
TBST : tris buffer saline tween
N-ter : N-terminale

C-ter : C-terminale

pb : paires de base

bp : base pair

MM : marqueur de masse (moléculaire)
mL : millilitres

ulL : microlitres

ng : nanogramme

Mg : microgramme

mg : milligramme

g :gramme

rpm : rotation par minute
°C : degré celsius

K : degré Kelvin

NaCl : chlorure de sodium
mol : mole

kcal : kilocalorie

kDa : kilodalton

Da : dalton

IgG : Immunoglobuline G

Fc : Fragment cristallisable



scFv : single chain variable fragment
Fab : antigen binding fragment
ET : extrait total

FS : fraction soluble
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l. La reconnaissance moléculaire

A. Les interactions protéine-protéine

Les protéines sont des molécules essentielles du vivant qui interviennent dans une multitude de
processus cellulaires tels que la signalisation, la catalyse de réactions chimiques, le transport de
molécules, la réplication cellulaire, la migration, etc... Leur fonction est directement liée a leur
structure tridimensionnelle, qui dépend de leur séquence en acides aminés et leur permet d’établir
des interactions a I’échelle moléculaire. Il existe 20 acides aminés usuels, ce qui donne un nombre de
séquences possibles de 20 pour une séquence de 100 acides aminés. La longueur médiane d’une
séquence protéique se situant entre 240 et 360 acides aminés selon le régne du vivant concerné
(Brocchieri, L. & Karlin, S., 2005), I'espace des séquences qui en résulte est si vaste qu’il peut
potentiellement fournir une infinité de structures tridimensionnelles, et donc de surfaces
d’interaction.

Les différents processus cellulaires évoqués précédemment se font en grande partie via des
interactions protéine-protéine, qui entrainent la formation de complexes protéiques. Ces interactions
se font par une combinaison de liaisons intermoléculaires faibles et non covalentes, comme les liaisons
hydrogenes, les forces de Van der Waals, et les interactions électrostatiques, qui visent a stabiliser le
complexe. Ces complexes se forment le plus souvent entre deux protéines, mais il existe aussi des
complexes qui impliquent plus de deux protéines différentes comme le complexe de réplication de
I’ADN par exemple, et de nombreuses autres machineries moléculaires.

Ces complexes protéiques peuvent étre décrits a travers la stabilité des monomeéres qui le composent.
Ainsi, un complexe dit obligatoire fera intervenir des protéines qui ne sont pas stables sous leur forme
monomérique comme le répresseur P22 Arc, ou d’autres répresseurs transcriptionnels. A 'inverse, un
complexe non obligatoire sera composé de protéines stables indépendamment de la formation du
complexe, comme le complexe RAF-1/MEK par exemple.

Un autre paramétre permettant la description des complexes protéiques est le temps de demi-vie du
complexe. On peut distinguer les complexes permanents, dont l'interaction est trés forte et
conditionne I'existence du complexe (comme les complexes obligatoires), des complexes transitoires
qui font intervenir un équilibre dynamique in vivo (Nooren, |I. M. A., 2003). Les interactions impliquées
dans les complexes transitoires peuvent étre faibles, et le complexe concerné sera alors dans un
équilibre dynamique en solution avec les monomeres qui le composent, ou fortes, de sorte que le
complexe transitoire formé nécessite un déclencheur moléculaire pour se dissocier. C’'est le cas par

exemple de la protéine G hétérotrimérique, qui se dissocie en deux sous-unités G, et Gg, lorsqu’elle
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est en interaction avec le GTP, mais forme un trimére stable en interaction avec le GDP. Globalement,
la plupart des interactions sont transitoires et les complexes protéine-protéine sont donc dynamiques
en solution.

La formation de tous ces types de complexes est dépendante de I'énergie libre du complexe (Geomplexe),
et plus particulierement de la différence entre I'énergie libre du complexe et I'énergie libre des
protéines qui le composent. Cette différence (notée AGcompiexe = Geomplexe — ZGprotéines seules) FENSEIgNE SUr
la spontanéité de la formation du complexe. En effet, un AGomplexe Négatif signifie que I'énergie libre
du complexe est plus faible que I’énergie libre des protéines seules, et la formation du complexe sera
alors spontanée. A l'inverse, un AGeompiexe POSitif indiquera que la formation du complexe n’est pas
spontanée. Le AG du complexe peut s’exprimer par la formule AGcomplexe = AHcomplexe — TAScomplexe, OU
AHcomplexe €t AScomplexe représentent respectivement la différence d’enthalpie et d’entropie entre le
complexe et les protéines seules, et T représente la température. Le AHcompiexe €5t directement liée a
la surface d’interaction impliquée sur chaque partenaire qui forme le complexe. Le terme TAScomplexe
correspond a la composante entropique du systéme, qui est une mesure de la variation du désordre
des composants et du solvant. Dans une interaction entre deux protéines, ce terme peut également
représenter un changement de conformation de la protéine. L’énergie d’activation de la formation du
complexe, qui correspond a la différence d’enthalpie libre entre les protéines seules et I'intermédiaire
de plus haute énergie, peut étre affectée par plusieurs parametres tels que I'environnement physico-
chimique autour des partenaires protéiques, leur localisation dans le temps et I'espace, et leur
concentration locale.

Le AGcomplexe rend compte de I'affinité d’une protéine pour son partenaire. En effet, on peut exprimer
le AGcomplexe de la fagon suivante : AGeomplexe = —RT IN(Kp) ou R est la constante des gaz parfaits, T est la
température du systeme, et Kp correspond a la constante d’équilibre de la réaction de dissociation du

complexe protéique a I’équilibre. En écrivant cet équilibre,

koH
[PL] === [P]+[U]

on

ou [PL] correspond au complexe protéique composé des protéines [P] et [L], on peut montrer que la
constante Kp est égale au rapport entre la constante de vitesse de dissociation du complexe et sa
constante de vitesse d’association (kot/kon). L’affinité d’une protéine pour ses partenaires est un
parameétre crucial, puisqu’il influe sur la durée de vie du complexe et donc sa disponibilité biologique.
Un des parametres qu’on relie souvent a I’affinité d’une protéine pour une autre est la surface enfouie,
c’est-a-dire, la surface qui n’est plus accessible au solvant apres la formation du complexe. L’étude de
la surface enfouie induite par la formation de plusieurs complexes a été étudiée dans les travaux de

Chen, J. et al., 2013. Globalement, ces travaux montrent une corrélation entre 'augmentation de la



surface enfouie d’'un complexe et I'augmentation de I’affinité entre les protéines de ce complexe. De
plus, les auteurs ont étudié I'impact de la taille de la surface enfouie sur I’enthalpie libre par A% enfoui.
lls observent une différence de comportement entre les surfaces enfouies supérieures a ~2000 A?,
dont I'enthalpie libre par A% enfoui stagne autour de 4 cal.mol™*.A?, et les surfaces enfouies inférieures
a ~2000 A?, dont I'enthalpie libre par A% enfoui varie entre 4 cal.mol>.A? et 13 cal.mol*.A2. Ces
résultats tendent a soutenir I’hypothése selon laquelle il existe des hots spots d’interaction, qui sont
des résidus contribuant bien plus que les autres a I’énergie d’interaction. Les auteurs ont montré que
les surfaces d’interactions plus faibles sont proportionnellement plus riches en hots spots. Les hots
spots semblent donc permettre une forte affinité méme avec un petit nombre de résidus impliqués
dans l'interaction. Les hots spots sont généralement identifiés par alanine scanning. Cette méthode
consiste a muter un par un les résidus d’une protéine, afin de déterminer I'implication de chaque
résidu dans divers parametres comme la stabilité de la protéine ou leur implication dans une
interaction. Il est en effet possible d’identifier les résidus qui contribuent le plus a I’énergie de liaison,
et on peut définir comme hot spot tout résidu contribuant a I'interaction a hauteur de 2 kcal/mol ou
plus.(Bogan, A. A. & Thorn, K. S., 1998)

L'une des caractéristiques des interactions protéine-protéine est la spécificité des partenaires |'un pour
I'autre. En effet, les protéines évoluent dans un milieu trés encombré, ou elles sont en contact
permanent avec une multitude d’autres protéines, de petites molécules, etc.. Leur proximité
permanente avec d’autres surface protéique requiert que les protéines soient spécifiques pour leur
cible. Il existe aussi des interactions multi-spécifiques, ou une méme protéine peut interagir avec
plusieurs partenaires qui sont alors en compétition les uns avec les autres. Ce mécanisme est souvent
utilisé dans des cascades de signalisation par exemple, ou la fixation de I'un ou I'autre des partenaires
entraine une modification du signal transmis. Certaines protéines vont par exemple reconnaitre un
domaine phosphorylé, mais ne pas reconnaitre le méme domaine non phosphorylé, ce qui permet la
régulation de la voie de signalisation impliquée. La spécificité dépend directement de la
complémentarité de formes entre les protéines, et des interactions au niveau des chaines latérales

impliquées, ce qui détermine I'énergie libre du complexe.
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B. Les anticorps, un outil de reconnaissance incontournable

Historiquement, les anticorps (IgGs) sont les molécules phares de la reconnaissance moléculaire. En
effet, leur fonction biologique nécessite que les anticorps soient a la fois affins et spécifiques pour les
cibles qu’ils reconnaissent. Les IgGs ont une structure en forme de Y, dont le bout des « bras » fixe
I'antigéne et la « tige » déclenche les fonctions effectrices qui servent a éliminer I'antigéne. Ils sont
constitués de 4 chaines polypeptidiques, 2 chaines dites « lourdes » (H) et 2 chaines dites « légéres »
(L) (Figure 1). Sur chaque chaine, lourde ou légére, on peut distinguer au moins un domaine constant
et un seul domaine variable, qui tient son nom de I’'hypervariabilité de 3 boucles exposées au solvant
(également appelées CDRs pour complementary determining region). Une chaine lourde et une chaine
légere s’assemblent pour former un bras, et 2 bras identiques s’assemblent par le biais de ponts
disulfures et d’'un packing latéral pour former I'anticorps. L’anticorps possede donc 2 « bras » qui
portent chacun un domaine hypervariable identique, constitué par les 3 boucles hypervariables de la

chaine lourde et les 3 boucles hypervariables de la chaine légére.

CDRs

scFV
Fab

_____ Ponts C.\3

disulfures

Figure 1 : Représentation schématique de la structure d’'une immunoglobuline de type G1 humaine

(1gG1)
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La structure d’une 1gG est composée de 4 chaines polypeptidiques, 2 lourdes (H) et 2 légéres (L) reliées par au moins un pont
disulfure et des interactions faibles latérales. Les domaines variables (V) des chaines lourdes et légéres portent
I"hypervariabilité au niveau de 3 boucles appelées CDRs (en rouge). Ce sont les CDRs qui sont impliquées dans I'interaction
avec I'antigéne. Les domaines CH2 (constant heavy 2) et CH3 (constant heavy 3) constituent le domaine effecteur (Fc) qui va

étre impliqué dans le recrutement des cellules de I'immunité (lymphocytes T, macrophages, etc...).

L'un des tournants dans I'utilisation des anticorps a probablement eu lieu en 1975, lorsque G. Kéhler
et C. Milstein ont montré qu’il était possible de fusionner des cellules de myélome avec des
lymphocytes B afin de générer des hybridomes capables d’exprimer des anticorps monoclonaux
spécifiques d’un épitope particulier sur une cible (Kéhler, G. & Milstein, C., 1975). Les anticorps
monoclonaux ont alors largement été utilisés dans le monde entier, dans des applications diverses
telles que la détection et la quantification de protéines en recherche fondamentale ou dans le domaine
de la biologie médicale, comme transporteur de principe actif, etc... Cependant, ces anticorps
provenant des souris, leur utilisation dans le domaine thérapeutique et dans le diagnostic in vivo a
posé plusieurs problémes. D’une part, les anticorps monoclonaux issus d’hybridomes peuvent étre a
I'origine de réponses immunitaires dirigées contre les séquences propres aux anticorps de souris
(Courtenay-Luck, N. S. et al., 1986), ce qui n’est pas compatible avec un usage chez le patient. D’autre
part, leur production nécessite I'immunisation d’un animal, ce qui est un frein a I'obtention d’anticorps
dirigés contre des cibles toxiques, ou trés conservées entre les espéces.

Une stratégie a été mise en place afin d’obtenir des anticorps dits « chimérisés », qui consiste a mixer
entre eux les domaines variables d’anticorps murins, et des fragments constants d’anticorps humains
(Neuberger, M. S. et al., 1985). Cela permet d’allier I'obtention des anticorps chez la souris, plus facile
gue I'obtention d’anticorps humains, avec les propriétés des domaines constants des anticorps
humains pour pallier aux probléemes évoqués précédemment (Winter, G. & Milstein, C., 1991). Pour
aller plus loin dans I'ingénierie des anticorps, il est possible de greffer directement les boucles des
anticorps murins spécifiques d’une cible sur I'architecture d’un anticorps humain pour obtenir des
anticorps dits « humanisés » (Jones, P. T. et al., 1986).

D’autres méthodes que la technologie des hybridomes ont été développées, notamment pour faire
face aux problemes liés a I'immunisation des animaux. Ces techniques reposent sur I'exposition de
bibliothéques de fragments d’anticorps et leur sélection grace a des méthodes de display in vitro,
permettant de sélectionner des interacteurs sans forcément passer par I'immunisation d’un animal. Le
principe consiste a créer une bibliotheque de fragments d’anticorps qui comporte un tres grand
nombre de variants, et de présenter chacun de ces variants sur une plateforme de présentation. Ces
plateformes de présentation, également appelées méthodes de display sont le phage display, le yeast
display, ou le ribosome et mRNA display (Boder, E. T. & Wittrup, K. D., 1997; Feldhaus, M. J. et al.,

2003; McCafferty, J. et al., 1990), et consistent a exposer les protéines que I'on souhaite cribler
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respectivement a la surface d’'un phage, d’une levure, d’un ribosome ou d’'un ARN messager. Les
protéines les plus affines pour une cible spécifique sont alors capturées par I'intermédiaire de cette
cible. L'avantage de ces techniques est qu’il existe un lien physique direct entre la protéine
sélectionnée et son ADN, ce qui permet de récupérer facilement I’ADN codant pour les protéines les
plus affines pour la cible. Cela facilite I'ingénierie des interacteurs, puisqu’il est par exemple possible
dans le cas des anticorps de recombiner entre elles les séquences codants pour les CDRs dans le but
de faire de la maturation d’affinité (Yang, W.-P. et al., 1995). Un autre avantage de ces techniques est
gu’il est possible d’obtenir des interacteurs de protéines homologues entre I’'Homme et la souris, ou
des cibles toxiques qui ne pourraient pas étre administrées a I'animal dans un processus
d’'immunisation classique. En 2018, George Smith et Gregory Winter ont été récompensés pour leurs
travaux sur le phage display par le prix Nobel de chimie, ce qui témoigne des avancées réalisées grace
a ces méthodes de display, en particulier dans la présentation de bibliothéques de fragments
d’anticorps a la surface des phages.

Bien que I'humanisation des anticorps et les techniques de sélection in vitro aient permis de
s’affranchir du probléme de 'immunogénicité chez 'Homme, leur utilisation de plus en plus répandue
a soulevé plusieurs problemes inhérents a leur structure. D’une part, leur taille (environ 150 kDa) rend
difficile leur utilisation dans I'imagerie in vivo. Leur taille explique également une élimination rénale
lente, favorable a une action thérapeutique. Le récepteur aux Fc néonatal (FcRn) participe également
a la longue demi-vie des anticorps puisqu’il inhibe la dégradation lysosomale de I'albumine et des IgGs
dans les cellules endothéliales. Cette élimination lente est cependant défavorable aux applications
d’imagerie, et nécessite de réaliser la prise d’image plusieurs jours apres I'administration du produit
pour minimiser le bruit de fond. D’autre part, les IgGs sont composés de 4 chaines polypeptidiques,
qui comportent toutes au moins un pont disulfure essentiel, et dont les chaines lourdes sont
glycosylées. Leur production doit donc étre réalisée dans un organisme eucaryote, et I'optimisation de
la production est a la fois laborieuse et colteuse.

Pour toutes ces raisons, des alternatives aux IgGs classiques ont été développées, basées soit sur
I'ingénierie des immunoglobulines elles-mémes, soit sur le développement d’ossatures protéiques
alternatives.

En 1959, G. M. Edelman a montré que les anticorps étaient composés de plusieurs sous-unités reliées
entre elles notamment par des ponts disulfures, et qu’il était possible d’isoler ces domaines (Edelman,
G. M., 1959). La méme année, R. R. Porter observe que la digestion de la y-globuline du lapin donne 3
fragments distincts, dont 2 portent encore la capacité de liaison a I'antigeéne (Porter, R. R., 1959.). Ces
travaux vont donner naissance aux Fab (antigen binding fragment), des fragments d’environ 50 kDa
qui sont constitués du domaine variable des chaines lourdes et |égeres ainsi que du domaine Cyl et du

domaine C,. Les Fabs portent donc le site de reconnaissance de I’antigene mais ne possédent pas le
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domaine Fc et n’ont donc pas les fonctions effectrices qui lui sont associées. Plus tard, le
développement de l'ingénierie protéique via I'évolution des techniques de biologie moléculaire a
permis d’obtenir des fragments encore plus petits (~27 kDa) qu’on appelle scFv (single chain variable
fragment) et qui ne contiennent que les domaines variables des chaines lourdes et légeres, reliés entre
eux par un linker flexible.

Ces fragments d’anticorps présentent plusieurs avantages par rapport aux IgGs entiéres, notamment
dans le domaine thérapeutique. Tout d’abord, leur petite taille leur permet de mieux pénétrer les
tumeurs et les tissus, et leur permet d’avoir acces a des épitopes plus enfouis (épitopes cryptiques)
gue ceux classiguement reconnus par les IgGs entieres (Bates, A. & Power, C. A., 2019). D’autre part,
la plupart d’entre eux peuvent étre produits dans le périplasme d’organismes procaryotes, ce qui
diminue grandement leur co(t de production et améliore les rendements. Enfin, I'absence de domaine
Fc permet d’éviter I'activation accidentelle de cellules de I'immunité. Les fragments d’anticorps ont
également permis le développement des méthodes de sélection d’interacteurs in vitro qui ont été
discutées précédemment (Geyer, C. R. et al., 2012). C'est d’ailleurs dans cette optique que des efforts
ont été faits pour créer des bibliotheques de fragments d’anticorps naives, dont certaines ont méme
été optimisées pour exprimer des scFvs fonctionnels dans le cytoplasme de bactéries (Philibert, P. et
al., 2007).

Bien que les fragments d’anticorps présentent de nombreux avantages, ils ne sont pas exempts de
défauts. Dans le cadre d’un usage thérapeutique, leur petite taille les rend facilement éliminables par
les reins, ce qui nécessite d’administrer régulierement de fortes doses pour atteindre et maintenir la
dose efficace. Pour augmenter leur demi-vie dans I'organisme, plusieurs techniques existent comme
fusionner les fragments d’anticorps avec du PEG ou avec des domaines interagissant avec I'albumine,
mais ces procédés sont coliteux et lourds d’un point de vue technique, et viennent contrebalancer les
avantages de la production en systeme procaryote. D’autre part, comme le fragment Fc participe
grandement a la stabilité de la structure des IgGs, son absence entraine une diminution de la stabilité
des fragments d’anticorps, qui se traduit par une plus forte propension a 'agrégation. Les Fabs ont
donc tendance a étre moins stables que les anticorps monoclonaux classiques, et les scFvs ont
tendance a étre moins stables que les Fabs (Rothlisberger, D. et al., 2005). De plus, dans le cas des
scFvs, il est nécessaire d’optimiser le linker qui relie les 2 domaines variables afin que celui-ci soit a la
fois d’une longueur optimale, et peu immunogéne. Enfin, on peut noter que peu importe le format, il
subsiste toujours des ponts disulfures intra-domaines, nécessaires a leur bon repliement, ce qui
complique leur utilisation. Bien que certaines équipes se soient penchées sur la résolution de ce
probléme, notamment avec les intrabodies, la plupart des formats utilisés aujourd’hui ne sont pas

optimisés pour étre produits ni actifs dans le cytoplasme des cellules.
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La derniere génération de fragments d’anticorps repose sur la structure d’anticorps naturellement
présents dans le regne animal. On retrouve ainsi chez les camélidés en plus des IgGs classiques, des
anticorps qui sont uniguement composés d’une chaine lourde constituée d’'un domaine variable et 2
domaines constants. La capacité de liaison a I'antigéne est portée uniquement par le domaine variable
(VHH), qui peut étre produit seul de fagon soluble. Les VHH possédent tous les avantages des
fragments d’anticorps, mais sont plus stables que les Fab et les scFvs. lls peuvent supporter une large
gamme de pH, de température, et résistent méme a certains solvants organiques. lls sont solubles en
solution, et ont moins tendance a s’agréger puisque contrairement aux Fab et aux scFvs, leur stabilité
n’implique pas d’interactions inter-domaine. Bien que d’origine non-humaine et souvent humanisés,
leur similarité avec la famille de génes VH3 chez I’homme les rend peu immunogénes. En revanche, ils
rencontrent le méme probléeme que les fragments d’anticorps au niveau de I’élimination par les reins,
puisque leur petite taille (12-15 kDa) leur confére un temps de demi-vie dans I'organisme de 2 heures,
ce qui est défavorable lors d’un usage thérapeutique chronique. Assez similaires aux VHH, les V-NAR
(11kDa) sont les domaines variables d’antigeénes de requin qui portent seuls les 2 CDRs (au lieu de 3)
impliquées dans la liaison de I'antigene. lls peuvent étre produits seuls, sont encore plus stables que
les VHH et possédent a peu pres les mémes propriétés. Enfin, il existe une autre classe de molécules
de I'immunité chez les agnathes, appelés les VLRs (variable lymphocytes receptors), qui réprésente une
alternative aux immunoglobulines. Cette classe de molécules se compose d’'un domaine N-ter de type
LRR (Leucine rich repeat), composé notamment d’'un nombre variable de motifs LRRs de 24 acides
aminés. La diversité du répertoire immunitaire est contenue dans différentes cassettes LRRs présentes
dans le locus VLR qui seront intégrées au gene incomplet des VLRs pendant la maturation
lymphocytaire afin de générer de la reconnaissance spécifique des antigénes (Pancer, Z. et al., 2004).
Ces architectures sont trés prometteuses et sont la cible de nombreuses études (Bathula, N. V. et al.,
2021; Bezverbnaya, K. et al., 2017).

L'autre alternative aux anticorps monoclonaux a été le développement d’ossatures artificielles qui
possedent une capacité de liaison a une cible d’intérét sans présenter les défauts inhérents a la

structure des IgGs et de leurs dérivés.
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C. Les ossatures protéiques alternatives et les bibliotheques

de protéines artificielles

Parallelement au développement des anticorps et de facon indépendante, différentes équipes ont
cherché a exploiter des structures non apparentées aux immunoglobulines et sur lesquelles il était
possible de modifier ou d’introduire une surface d’interaction. Plusieurs architectures ont ainsi été
obtenues, et ont été dénommées de facon générale comme les ossatures alternatives. Ces ossatures
alternatives se prétent tout a fait aux méthodes de display qui permettent la sélection in vitro
d’interacteurs affins et spécifiques de cibles d’intérét a partir de bibliotheques de protéines.

Plusieurs bibliothéques d’ossatures alternatives ont donc été développées a partir de la fin des années
1990, mettant fin au dogme selon lequel les anticorps seraient la seule classe de protéines utilisables

comme outil de reconnaissance d’antigenes d’intérét en biotechnologie et en médecine.

F G

Figure 2 : Structures de différentes architectures alternatives aux anticorps représentée en cartoon

Les positions diversifiées sont représentées en rose, et le reste de la protéine est coloré en vert. (A) Domaine de Kunitz (code
PDB : 2RA3) (B) Affibody (code PDB : 5DJT) (C) Anticaline (code PDB : 3DSZ) (D) Monobody (code PDB : 3K2M) (E) Adhiron
(code PDB : 4N6T) (F) Avimer (code PDB : 1AJJ) (G) DARPin (code PDB : 1SVX) (H) aRep (code PDB : 3LTJ)

L'une des premiéres ossatures alternatives aux anticorps identifiée a été la famille des inhibiteurs a
protéases de type Kunitz. En effet, les protéines de cette famille sont généralement petites et stables,

et leur domaine de liaison a la protéase consiste souvent en un court allongement peptidique présenté
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sous la forme d’une ou plusieurs boucles, ce qui en fait de bons candidats pour étre la cible d’ingénierie
protéique. Un domaine de Kunitz fait généralement une soixantaine d’acides aminés et adopte un
repliement en hélices a et brins  permettant de présenter 2 boucles étendues qui servent a lier le site
actif d’une protéase (Figure 2). Plusieurs bibliotheques ont ainsi été créées, basées par exemple sur la
structure du premier domaine Kunitz de I'inhibiteur de la coagulation associé aux lipoprotéines humain
(LACI), ou sur les domaines actifs des inhibiteurs pancréatiques de trypsine bovins (BPTI) ou humains
(PSTI). Des interacteurs spécifiques de cibles d’intérét ont pu étre sélectionnés a partir de ces
bibliothéques avec des affinités allant jusqu’au picomolaire (Roberts, B. L. et al., 1992), et un inhibiteur
de I'inflammation médiée par I'élastase des neutrophiles a montré des effets significatifs (Dunlevy, F.
K. et al., 2012). Cependant, cette architecture ne semble pas avoir connu I'essor qu’ont connu les
autres architectures présentées ci-apres, notamment du fait des ponts disulfures nécessaires au
repliement de la protéine qui limite la production cytoplasmique.

Les Affibodies sont une autre ossature alternative découverte vers la fin des années 1990. Leur
structure est basée sur celle du domaine B de la protéine A des staphylocoques (SPA), qui est composé
de 58 acides aminés repliés en 3 hélices a antiparalleles. Dans la nature, la protéine A des
staphylocoques fixe la plupart des IgGs de mammiferes par leur domaine Fc, et la structure du
complexe entre le domaine B de la SPA et une IgG humaine a été obtenue par cristallographie & 2.8 A
(Deisenhofer, J., s. d.). A partir de cette structure et des données présentes dans la littérature, un
domaine Z synthétique a été concu dans le but de parvenir a un domaine résistant a des traitements
chimiques utilisés en routine dans le domaine médical (Nilsson, B. et al., 1987). Ce domaine Z a alors
été utilisé comme base structurale pour le développement de la bibliotheque des Affibodies (Figure
2). Les positions qui ont été choisies pour servir de surface hypervariable au sein de la bibliotheque
sont principalement les positions impliquées dans l'interaction entre le domaine B de SPA et I'lgG
humaine, et des chaines latérales exposées au solvant se trouvant sur la méme « face » (Nord, K. et
al., 1995). Cette bibliotheque a donné des interacteurs de plusieurs cibles non apparentées (insuline,
transferrine, TNF-q, IL-8, gp120, CD28, HER2, EGFR, etc...) avec des Kp de I'ordre du uM au pM. De plus,
si I'affinité obtenue a I'issue des sélections n’est pas assez forte pour le type d’application désiré, des
étapes de maturation d’affinité sont possibles par recombinaison d’hélices (Gunneriusson, E. et al.,
1999) ou par alighement de séquences combiné a des mutations dirigées combinatoires (Orlova, A. et
al., 2006). Les Affibodies ont été utilisés dans des domaines tels que I'imagerie in vivo, la purification
d’anticorps, ou dans le domaine thérapeutique comme protéine de ciblage. Pour cette derniere
application, un Affibody spécifique d’une cible thérapeutique est fusionné a une molécule effectrice
(souvent une toxine) dans le but d’adresser cet agent toxique directement au niveau des cellules
responsables de la pathologie. Cette technique doit permettre de minimiser la toxicité du traitement,

c’est-a-dire le ciblage aspécifique des tissus sains, grace a la spécificité de I’ Affibody pour sa cible. Ce
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principe a été utilisé avec succes par R. Zielinski et al., en fusionnant un Affibody spécifique de HER2
avec la toxine PE38KDEL, une version tronquée de I'endotoxine A de Pseudomonas, pour cibler les
cellules tumorales HER2-positives (Zielinski, R. et al., 2009).

Egalement développées vers la fin des années 90, les Anticalines sont une autre classe de protéines
artificielles. Elles sont basées sur la structure des lipocalines, une classe de protéines généralement
impliquées dans le transport ou le stockage de molécules hydrophobes ou de composés organiques
sensibles. Les lipocalines ont une structure conservée composée de 8 brins [ organisés en tonneau-§3,
et connectés entre eux par 4 boucles exposées sur la méme face du tonneau (Figure 2). Si les brins
des différentes lipocalines dont on posseéde la structure s’alignent trés bien entre eux, ce n’est le cas
des 4 boucles qui varient par leur taille et leur conformation entre les différentes lipocalines. Ces
boucles sont impliquées dans la spécificité de I'interaction avec le ligand, et elles ont donc été la cible
d’ingénierie protéique visant a les modifier pour générer une bibliothéque de lipocalines (Beste, G. et
al., 1999). Pour cela, la structure d’une lipocaline, la BBP (bilin-binding protein), a été modifiée au
niveau de 16 positions qui couvrent majoritairement la surface d’interaction avec le ligand naturel. Ces
positions sont réparties entre les 4 boucles qui connectent les brins du tonneau B, et des positions
adjacentes sur les brins B. Les positions ainsi mutées forment une poche peu profonde propice a la
fixation de petites molécules. Une bibliothéque de 3.7 x 108 variants a ainsi été obtenue et a donné
des interacteurs (appelés anticalines) de petites molécules comme la fluorescéine ou la digoxigénine
avec des affinités de I'ordre du nanomolaire apres maturation d’affinité. D’autres bibliotheques de
lipocalines ont été congues dans le but de reconnaitre des protéines et d’étre utilisées dans le domaine
thérapeutique (Schonfeld, D. et al., 2009; Vogt, M. & Skerra, A., 2004). Pour faciliter ce champ
d’application et diminuer I'immunogénicité, ces nouvelles bibliothéques ont été basées sur la structure
de lipocalines humaines comme I'apolipoprotéine D (ApoD) qui était la plus proche de BBP d’un point
de vue structural, ou la lipocaline neutrophile associée a la gélatinase (NGAL). De la méme maniére
que pour la premiére bibliothéque de lipocalines, 24 (bibliothéque ApoD) ou 20 (bibliotheque NGAL)
positions au niveau des boucles et du site de fixation naturel ont été la cible de mutageneése aléatoire
afin de générer I’hypervariabilité nécessaire a la constitution de la bibliotheque. Les bibliotheques ainsi
obtenues comportent 1.7 x 10° variants (ApoD) ou 2 x 10 variants (NGAL), et ont donné des
interacteurs de cibles variées telles que I’'hémoglobine (Vogt, M. & Skerra, A., 2004), I'antigéne-4 des
lymphocytes T cytotoxiques (CTLA-4) (Schlehuber, S. & Skerra, A., 2005) ou le facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF) (Hohlbaum, A. M. & Skerra, A., 2007) avec des affinités subnanomolaires.
Ces résultats valident le choix de I’architecture des lipocalines pour générer des bibliothéques pouvant
reconnaitre de petites molécules comme des protéines, et sont prometteurs pour des applications

thérapeutiques.
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Le 10°™ domaine de la fibronectine humaine de type Ill (*°Fn3 ou FN) a servi de base structurale pour
générer plusieurs bibliothéques de protéines artificielles. En effet, 1°Fn3 appartient a la superfamille
des IgGs en raison de sa structure organisée en sandwich B trés proche de celle du domaine Vy des
IgGs. Cependant, °Fn3 ne posséde pas de pont disulfures, et est plus stable que les IgGs, ce qui en fait
un candidat idéal pour générer une bibliothéque de protéines artificielles. Pour générer une telle
bibliothéque, la séquence de °Fn3 a été mutée au niveau des boucles qui se situent a proximité de
I’extrémité N-ter et qui sont analogues aux CDRs chez les IgGs (Figure 2). Une premiére bibliotheque
de ~108 clones indépendants a ainsi été obtenue en mutant de facon aléatoire 5 positions sur chacune
des boucles BC et FG qui sont analogues aux CDRs 1 et 3 d’une IgG, respectivement (Koide, A. et al.,
1998). Cette bibliotheque a donné des interacteurs de I'ubiquitine de faible affinité, et sa diversité était
trop faible devant 'espace des séquences théorique. D’autres bibliothéques basées sur °Fn3 ou des
domaines analogues aux fibronectines ont donc été créées selon le méme principe, en modifiant 1, 2
ou les 3 boucles homologues aux CDRs des IgGs et dans certains cas les boucles non homologues aux
CDRs présentes a l'autre extrémité de la protéine (Diem, M. D. et al., 2014; Getmanova, E. V. et al.,
2006; Gilbreth, R. N. et al., 2008; Hackel, B. J. et al., 2008, 2010; Hackel, B. J. & Wittrup, K. D., 2010;
Karatan, E. et al., 2004; Koide, A. et al., 2002, 2007; Liao, H.-I. et al., 2009; Lipovsek, D., 2011; Lipovsek,
D. et al., 2007; Olson, C. A. et al., 2008; Parker, M. H. et al., 2005; Richards, J. et al., 2003; Swers, J. S.
et al., 2013; Woijcik, J. et al., 2010; Xu, L. et al., 2002). Ces bibliotheques ont donné des interacteurs de
cibles variées et non apparentées, et le nombre de bibliotheques créées ainsi que le nombre de
groupes travaillant sur cette ossature depuis 1998 montre bien l'intérét que peuvent avoir les
protéines issues de ces bibliotheques. En effet, I'origine humaine de cette ossature la rend peu
immunogene et son abondance dans le sang est un indicateur de sa non-toxicité, ce qui en fait un bon
candidat pour des usages thérapeutiques (Goldberg, S. D. et al., 2016; Gross, G. G. et al., 2013; Nichols,
A. L. etal, 2018).

Les avimers sont une autre classe de protéines ayant servi a réaliser des bibliotheques d’interacteurs,
et leur ossature est basée sur celle des domaines dits de la famille A. Cette famille de domaines est
présente dans différents récepteurs tels que les LRP (low-density related proteins) ou les VLDLR (very
low-density lipoprotein receptor) (North, C. L. & Blacklow, S. C., 1999). Chaque domaine A contient
environ 35 acides aminés, et adopte une structure uniforme stabilisée par le calcium et 3 paires de
ponts disulfures (Figure 2) (Koduri, V. & Blacklow, S. C., 2001). Si 12 résidus sont cruciaux pour la
structure, le reste des positions peut étre diversifié pour générer une bibliothéque d’avimers d’environ
10%° variants compatible avec le phage display (Silverman, J. et al., 2005). Cette bibliothéque a donné
des interacteurs de plusieurs cibles d’intérét thérapeutique comme CD28, IL-6, cMET, CD40L, et BAFF.
Certains des interacteurs obtenus ont des affinités de I'ordre du picomolaire pour leur cible, et leur

stabilité dans du sérum humain a été démontré. Ces résultats sont encourageants pour la découverte
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de nouveaux agents thérapeutiques, bien que la présence des nombreux ponts disulfures nécessaires
au bon repliement des avimers soit un frein a certaines utilisations. Ainsi, des avimers reconnaissant
le collagéne ont été employées pour rallonger le temps de demi-vie de protéines thérapeutiques
utilisées dans le traitement de I'arthrose (Hulme, J. T. et al., 2017).

Une autre bibliotheque de protéines artificielles qui semble prometteuse est celle des affimers
(initialement appelée adhiron). L’architecture de cette bibliotheque est basée sur celle des
phytocystatines, une famille de protéines inhibitrices des protéases a cystéines dans le régne végétal.
La bibliothéque a été construite a partir d’'une séquence consensus obtenue par un alignement de 57
phytocystatines, et la structure correspondante comporte un feuillet B a 4 brins et une hélice a, ne
posséde pas de ponts disulfures (Figure 2). Son T est supérieur a 100°C, et cette protéine est
monomérique en solution et se produit efficacement dans des systéemes bactériens. Dans cette
structure, 2 boucles ont été mutées aléatoirement sur 9 positions chacune pour générer une diversité
d’environ 10 variants (Tiede, C. et al., 2014). Pour des usages thérapeutiques, une autre architecture
a servi de base a une nouvelle bibliothéque tres similaire a la premiére. Il s’agit de I'inhibiteur de
protéases humaine stefine A, qui est un homologue des phytocystatines chez ’'Homme. La structure
des protéines des deux types de bibliotheques sont identiques et les mémes positions sont
randomisées. Ces bibliothéques ont donné des interacteurs de nombreuses cibles non apparentées
telles que SH2, VEGFR2, TRPV1, MDV-1, IL-37 mais aussi de petites molécules comme la TNT (Kyle, S.,
2018). Cette architecture semble trés prometteuse, tant dans le domaine diagnostique que dans le

domaine thérapeutique. A ce titre, elle est d’ailleurs commercialisée par la société Avacta Life Sciences.

L'architecture protéique alternative aux anticorps la plus développée sur le plan biomédical est celle
des DARPins. Cette ossature est basée sur des motifs ankyrin répétés. Dans la nature, les protéines a
motifs ankyrin répétés sont souvent impliquées dans les interactions protéines-protéines. Elles
consistent en la répétition d’'un module d’environ 33 acides aminés, organisé en un coude B suivi de
deux hélices a antiparalléles (Figure 2). Binz et al ont exploité la nature modulaire de ces protéines
pour générer des bibliothéques combinatoires de protéines constituées de modules répétés auto-
compatibles (Binz, H. K. et al., 2003). Pour cela, ils ont développé une méthode appelée consensus
design qui permet d’identifier les régions diversifiables dans les protéines a motifs répétés (Forrer, P.
et al., 2004). Le principe de cette méthode consiste a réaliser un alignement de séquences codant pour
un motif répété, ici un motif ankyrine, et qui partage donc le méme repliement. Il est alors possible de
dégager une séquence consensus, dont la conservation des résidus renseigne sur I'importance des
résidus a chaque position de la protéine. On peut faire I’hypothése que les résidus impliqués dans le
maintien de la structure de la protéine sont plus conservés que les autres, car méme si sa séquence se

modifie au cours de I’évolution une protéine doit toujours pouvoir se replier pour exercer sa fonction.
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A linverse, des résidus impliqués dans la fonction de la protéine sont susceptibles de changer si la
fonction n’est pas partagée par tous les membres de la famille de protéines étudiée. Grace a la
séquence consensus, il devient alors possible de déterminer les positions hypervariables qui sont
diversifiables sans altérer l'intégrité structurale de la protéine. Dans la bibliotheque développée par
Binz et al., chaque module varie au niveau de 6 positions hypervariables qui sont situées dans le coude
B et dans la premiére hélice a qui suit (Binz, H. K. et al., 2004). Les modules répétés sont entourés par
2 modules « externes » spéciaux qui ne possedent pas les mémes résidus au niveau de leurs faces
latérales, exposées au solvant. En effet, les modules dits « internes » possédent des résidus
hydrophobes au niveau de leurs faces latérales, ce qui leur permet de s’assembler en un solénoide
compact. De telles propriétés sur les modules externes pourraient conduire a une agrégation des
protéines en solution via les résidus hydrophobes exposés au solvant, et c’est dans ce but que les
modules externes ont été concus de facon a ne pas exposer de résidus hydrophobes. Ces bibliotheques
de DARPins comportent généralement entre 2 et 3 modules internes, et utilisent le ribosome display
comme plateforme de présentation et de sélection, ce qui permet d’obtenir des bibliotheques de
grande taille (~10'? variants). S’inspirant des interactions anticorps-antigénes, Schilling et al ont congu
un nouveau type de bibliotheque de DARPins appelée LoopDARPins. Cette nouvelle bibliotheque
repose sur I'insertion d’une boucle de 19 acides aminés dans le coude 3 du deuxieme module interne
d’une DARPin a 3 modules internes (Schilling, J. et al., 2014). Cette boucle possede 10 positions
mutables, et est spatialement entourée par les coudes B des deux modules adjacents, constituant ainsi
une surface continue potentielle d’interaction. Dans cette bibliotheque, les modules extérieurs (en N-
terminal et C- terminal) ont également été mutés aléatoirement afin d’étendre la surface potentielle
d’interaction. L'ensemble de ces bibliotheques ont donné des interacteurs d’une multitude de cibles
différentes comme des kinases, la tubuline, des caspases, HER2, ou la protéine gp120 du VIH (Boersma,
Y. L., 2018). Les DARPins ont été utilisées comme chaperonnes de cristallisation (Batyuk, A. et al., 2016;
Seeger, M. A. et al., 2013), biosenseurs (Kummer, L. et al., 2013; Schiitz, M. et al., 2016), outil diagnostic
(Gu, G. J. et al., 2013; Theurillat, J.-P. et al., 2010; Wolff, A. C. et al., 2013), et méme comme agent
thérapeutique (Boersma, Y. L. et al., 2011; Eggel, A. et al., 2014; Jost, C. et al., 2013; Kim, B. et al., 2012;
Minch, R. C. et al., 2015; Plickthun, A., 2015). Plusieurs DARPins sont en essais cliniques et d’autres
suivront probablement puisqu’une entreprise pharmaceutique, Molecular Partners, a été créée en
2004 dans le but de commercialiser les DARPins comme agents thérapeutiques.

L'équipe MIP a également fait partie des premiers groupes a développer des bibliotheques de
protéines basées sur une ossature alternative aux anticorps. En effet, une premiere bibliotheque de
protéines basée sur la néocarzinostatine (NCS) a été développée au début des années 2000 pour
reconnaitre les petites molécules (Heyd, B. et al., 2003). Plus tard, I'équipe a développé une

bibliothéque basée sur une protéine a motifs répétés, car cela permettait de générer plus facilement
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une grande surface hypervariable d’interaction sans déstabiliser I'ossature. Ces bibliotheques ont pour
but de pourvoir des répertoires de protéines possédant des régions aléatoirement mutées, a partir
desquels on pourra théoriquement sélectionner des interacteurs contre n’importe quelle cible
protéique.

Les aReps sont des protéines artificielles a motifs répétés constituées par la répétition en tandem d’un
motif HEAT. Ce motif HEAT est constitué de 2 hélices a antiparalléles reliées par une boucle. La
répétition en tandem de ce motif confére aux aReps une forme solénoidale, dont la face concave a été
mutée aléatoirement afin de constituer la bibliotheque (Figure 2). Dans la nature, les protéines HEAT
repeat constituent une famille de protéines basée sur la répétition de ce motif. La protéine Mth187,
qui provient de Methanobacterium thermoautotrophicum est I'un des membres de cette famille. Sa
structure, résolue en 2006, a révélé la présence d’'un domaine N terminal non structuré, suivi d’un
domaine Cterminal constitué par la répétition de 3 motifs HEAT de 30-31 acides aminés chacun (Julien,
O. et al., 2006). C'est cette protéine, et plus particulierement son domaine C-terminal, qui a servi a
déterminer la séquence consensus utilisée pour la création de la bibliothéque aReps. Pour cela, un
premier BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) a été réalisé contre les 2 premiers motifs HEAT de
Mth187, afin d’analyser la conservation des résidus entre les motifs HEAT des protéines les plus
proches de Mth187 dans la PDB (Protein Data Bank). Le troisieme motif HEAT a été exclu du BLAST car
il possédait des propriétés particuliéres probablement liées a son exposition au solvant. Dans le but
d’élargir le nombre de séquences de motifs auto-compatibles ayant adopté ce type de structure, une
seconde recherche a alors été réalisée en prenant comme entrée la séquence consensus obtenue pour
un motif HEAT a la sortie du premier BLAST, répétée 5 fois. Ce second BLAST a donné une seconde
séquence consensus a partir des 100 protéines les plus proches et comptabilisant 500 motifs différents

(Figure 3).
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Positions@rés conservées:
5,0,®,F3,A5,20,21

Figure 3 : Conception du motif HEAT de la bibliotheque aReps

Un premier BLAST a été réalisé contre les 2 premiers motifs HEAT du domaine C terminal de la protéine Mth187. La séquence
consensus obtenue a été répétée 5 fois en vue d’étre utilisée lors d’'un second BLAST qui a donné la séquence d’acides
aminées représentée ci-dessus. La taille des lettres correspond a la conservation des résidus entre les 500 motifs différents
alignés. Les fleches orange indiquent les 6 positions hypervariables identifiées grace a ce BLAST qui seront les positions

mutées aléatoirement dans la bibliotheque d’aReps. (Urvoas, A. et al., 2010)

Dans cette séquence consensus, les résidus sont représentés par leur code a une lettre et la taille des
lettres est proportionnelle a leur niveau de conservation entre les différentes séquences alignées. Une
fois cartographiée de la sorte, la séquence peut étre subdivisée en 3 groupes de résidus conservés. Un
premier groupe, constitué de résidus a chaines latérales apolaires (A5, L9, L13, V20, A24, A25, A27 et
L28), contribue a la compacité de la structure en réalisant des contacts hydrophobes entre les 2 hélices
d’'un méme motif HEAT, ainsi qu’entre 2 motifs consécutifs. Un deuxiéme groupe est composé des
résidus R21 et D15. En effet, I'arginine R21 d’un motif est impliquée dans un pont salin avec I'aspartate
D15 du motif suivant, ce qui contribue a la stabilité de la structure. Enfin, un troisieme groupe est
constitué par les résidus G1 et G29, G1 étant localisés dans une boucle reliant 2 motifs consécutifs et
G29 permettant une compacité étroite entre 2 motifs consécutifs. Les positions restantes sont plus
variables et correspondent principalement aux positions accessibles au solvant sur les 2 hélices d’un
motif. Les travaux de Julien, O. et al., 2006 avaient déja montré une asymétrie entre les positions

variables de chaque hélice d’'un motif. Les positions variables de la premiere hélice (positions 3, 4, 7,
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et 11), localisées sur sa face externe, sont occupées par une forte proportion de résidus polaires ou
stabilisateurs d’hélices a (K, R, E, Q, et A). Les positions les plus variables (18, 19, 22, 23, et 26) sont
localisées sur la surface externe de la deuxiéeme hélice du motif et sont occupées par une plus grande
diversité de résidus, notamment une proportion non négligeable de résidus aromatiques. Cela suggere
que ces derniéres positions pourraient donc étre utilisées pour prendre part a des processus de
reconnaissance moléculaire. Ce sont ces positions (indiquées par les fleches orange Figure 3) qui ont
été diversifiées dans la bibliothéque d’aReps afin de générer une surface hypervariable sur leur face
concave (Figure 4). Le premier et le dernier motif d’'une aRep, que I'on appellera N-cap et C-cap,
different des motifs internes. En effet, leur exposition au solvant est incompatible avec les contacts
hydrophobes qui stabilisent les motifs internes entre eux, car ceux-ci pourraient entrainer
I"aggrégation des aReps entre elles. La séquence du C-cap a été basée sur celle naturellement présente
dans Mth187. En revanche, il était nécessaire de trouver une autre protéine de la méme famille afin
d’identifier une séquence qui pourrait servir de modeéle pour le N-cap. Dans cette optique, une
recherche a été menée dans la PDB afin de trouver une protéine a motif HEAT répété dont la partie N-
terminale soit proche de la séquence consensus obtenue Figure 3. La protéine retenue (identifiant
UniProtKB : AOB7C6) possede une extension N-terminale de 34 acides aminés dont la séquence est

assez proche du consensus obtenu pour un motif HEAT :
LXDXXXXVRXXAAXALGXI

La longueur de la séquence (34 acides aminés) et sa composition suggérent un repliement en 2 hélices
similaire a celui des motifs HEAT internes. Pour cette raison, les positions de ce N-cap équivalentes aux
positions hypervariables des motifs internes ont été aléatoirement mutées afin d’allonger la surface
hypervariable des protéines de la bibliotheque.

Dans la bibliotheque d’aReps, le nombre de motifs HEAT internes (c’est-a-dire, compris entre le N-cap
et le C-cap) est variable. De fagon générale, ce nombre est de 2.3 + 1.9 (Guellouz, A. et al., 2013), bien
gu’on puisse trouver des aReps a plus de 10 motifs internes, de méme que des aReps a 0 motifs
interne.

Le protocole d’assemblage de la bibliotheque d’aReps ne sera pas détaillé ici car bien que jaie utilisé
de nombreuses techniques mises au point pour ce protocole, il a fallu 'adapter pour construire la
bibliothéque de bi-pentahélines. Le protocole que j'ai utilisé sera, lui, détaillé ultérieurement.

La Figure 4 représente une aRep a 4 motifs HEAT internes (orange) avec son N-cap (vert) et son C-cap

-rouge). Les positions variables du N-cap sont également représentées en orange.
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Figure 4 : Structure cristallographique d’une aRep

Le N-cap est représenté en vert, le C-cap en rouge. Les positions variables sont représentées en orange.

Des interacteurs ont été obtenus par phage display a partir de la bibliothéque d’aReps pour plus d’une
guarantaine de cibles non apparentées, et 9 structures de complexes aRep-cible ont déja été obtenues
(Figure 5), confirmant ainsi la robustesse de cette méthode. Le phage display étant également utilisé

lors de la création de la bibliothéque de bi-pentahélines, son principe sera détaillé ultérieurement.
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Figure 5 : Structures des différents complexes aRep obtenus par cristallographie aux rayons X

(collaborations H. van Tilbeurgh et B. Gigant, I12BC)

Les différentes structures de complexes sont réprésentées en cartoon, avec I'aRep représentée en orange et sa cible. Les
différentes cibles sont : A) bA3-2. B) NCS. (Guellouz, A. et al., 2013) C) FNE. (Tiouajni, M. et al., 2014) D et E) GFP.(Chevrel, A.
et al., 2015) F) Octarelline. (Figueroa, M. et al., 2016) G) YabT. (Chevrel, A. et al., 2018) H) HP1473. (Non publié) 1) Tubuline.
(Campanacci, V. et al., 2019)

Si les bibliotheques de protéines artificielles et I'ingénierie des anticorps ont connu un tel essor a partir
des années 2000, c’est parce-que le développement des techniques de biologie moléculaire et les
connaissances en immunologie ont permis de réaliser des objets de plus en plus complexes qui
peuvent répondre a des problématiques plus poussées. Ainsi, I'ingénierie modulaire a vu naitre des
objets moléculaires tels que les anticorps bi-spécifiques (bsAbs), les lymphocytes T a récepteur
d’antigene chimérique (CAR-T cells), les engageurs de cellules-T bi-spécifiques (BiTEs), etc... Ces
molécules sont notamment trés utilisées pour répondre a des besoins dans le domaine de la

cancérologie.
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Il. Ingénierie modulaire

Au moins un tiers des protéines procaryotes et plus de deux tiers des protéines eucaryotes sont
multidomaines (Ekman, D. et al., 2005). L'une des explications possibles a cette proportion de
protéines multidomaines pourrait résider dans les processus souvent adoptés par |’évolution naturelle
pour I’'émergence de nouvelles fonctions comme la combinaison de plusieurs domaines protéiques
existants. En effet, par des phénomenes de duplication, de spécialisation et de fusion de leur géne, les
domaines protéiques déja existants sont associés a d’autres domaines pour donner naissance a une
nouvelle protéine (Magadum, S. et al., 2013).

Les chercheurs se sont inspirés de ces processus naturels pour générer de nouvelles molécules en
mettant au point une ingénierie multimodulaire dont les anticorps sont I'archétype. En effet, les
anticorps sont d’excellents candidats thérapeutiques, du fait de leur faible immunogénicité et de leur
capacité de fixation tres spécifique, ce qui fait de leur ingénierie un réel enjeu. Cet intérét pour les
anticorps se matérialise d’ailleurs par de gros investissements de l'industrie pharmaceutique
(Morrison, C., 2020; Morrison, C. & Lahteenmaki, R., 2017), ce qui a grandement motivé les recherches
sur ce type de molécules. Beaucoup des efforts ont notamment été concentrés sur la multi-spécificité
des objets créés, afin de dépasser la limite des anticorps que I'on trouve dans la nature et qui
possedent le méme site de fixation sur les deux chaines polypeptidiques.

La premiére évocation d’un anticorps possédant 2 sites de fixations a des antigenes différents remonte
a 1960 (Nisonoff, A. et al., 1960), et fait écho aux premieres avancées dans la compréhension
structurale des anticorps (Riethmdller, G., 2012). Pour coupler des fragments d’anticorps (Fabs) de
lapins de spécificités différentes, des chercheurs ont mis au point une technique de ré-oxydation
douce. lIs ont ainsi démontré que ces Fabs bispécifiques provoquaient I'agglutination de deux types de
cellules différentes (Fudenberg, H. H. et al., 1964). Aux innovations dans la conception d’anticorps bi-
spécifiques (bsAbs) ont suivi tout un pan de I'ingénierie et de la biologie des anticorps, qui a permis
d’aboutir a une vaste collection de plus de 100 formats de bsAbs disponibles aujourd’hui (Figure 6).
Prés d'un quart de ces formats ont été développés comme plateforme technologique et sont
commercialisés par des industries pharmaceutiques ou biotechnologiques comme nouveaux agents
thérapeutiques (Godar, M. et al., 2018). Cependant, bien que ces nouveaux agents thérapeutiques
soient tres prometteurs (Chames, P. & Wurch, T., 2019), on observe un temps trés long entre la
découverte du concept et son approbation par les régulateurs du médicament. Par exemple,
I"application type des bsAbs, la redirection et I'engagement des lymphocytes T, a été décrite pour la
premiere fois en 1985 (Perez, P. et al., 1985; Staerz, U. D. et al., 1985). Or ce n’est qu’en 2009 que
I'Union Européenne a approuvé le Catumaxomab pour le traitement des ascites malignes

intrapéritonéales. On note toutefois un intérét certain pour ce type de format d’anticorps puisqu’en
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Juin 2019, 43 bsAbs « redirecteurs » de lymphocytes T étaient en développement clinique pour le

traitement des tumeurs solides ou hématologiques.

1+1 fragmentfbased 1+ 2 fragment-based 2 + 2 fragment-based
#7 #9
Tandem Vs Tandem scFvs DART Tandem Vs Tandem

N S

#a #5 #6 #8 \

Diabody Flab), schv-Fab (scFv),-Fab
% #4b AN \
scDb
1 + 1 asymmetric 1+ 2 asymmetric
#10 #11 #12 #20 #21
Rat-mouse Hetero H, Hetero H, F(ab)

hybrid IgG cL IgG HL exchange and/or CrossMab

assembly IgG / 19G-(scFv),
ﬁf’ Y Y N7 N7

2 + 2 symmetric

#13 #14 #15 #24
Hetero H, cHIgG Hetero H, #22 #23 Tetravalent
forced HL 1gG CrossMab \BE}T% ﬁDi/ DART-Fc
#16 #17 #17b #25 #26
scF-FablgG DART-Fc LP-DART (scFv),-Fc CODV-lg T inone
#18 #19 #28 #29 #30
CODV-Fab-TL HLE-BIiTE mAb2 F(ab] CrossMab Tandem

Figure 6 : Sélection de formats d’anticorps bispécifiques (bsAbs)

Les anticorps bispécifiques sont classés par valence (nombre de site de fixation) croissante pour chaque antigéne reconnu de
gauche a droite et par classe de format. Les formats d’anticorps sont classés ici en molécules basées sur des fragments

d’anticorps (fragment-based) (sans domaine Fc) et en molécules comportant un domaine Fc asymétrique ou symétrique. Les
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molécules peuvent contenir des mutations qui affectent I'appariement des chaines et d'autres parameétres importants pour

leur synthese, les fonctions effectrices médiées par les domaines Fc et leur demi-vie.

Exemples de dérivés d’anticorps bi/multispécifiques : #1 et #7, nanobody ; #2, bispecific T cell engager (BIiTE); #3, #17(b) et
#24, dual-affinity re-targeting (DART); #6 et #8, immunotherapy antibody (ITab); #9, tandem diabody (TandAb); #10, Triomab;
#11, asymmetric reengineering technology immunoglobulin (ART-Ig) et biclonics; #12, DuoBody et knobs into holes (KiH); #13,
DuetMab; #14, kA body ; #16, Xmab, YBODY et bispecific engagement by antibodies based on the T cell receptor (BEAT); #15,
#20 et #29, CrossMab; #18 et #26, crossover dual variable (CODV); #23, dual variable domain (DVD); #25, Adaptir; et #27,
two-in-one and dual-action antigen-binding fragment (Fab) (DAF). Les domaines des anticorps sont colorés par rapport a leur
architecture : orange, variable lourde (H) spécifique pour 1; vert, variable H spécifique pour 2; bleu, variable légere (L)
spécifique pour 1; rouge, variable L spécifique pour 2; gris , région constante de la chaine H; blanc, région constante de la
chaine L; gris clair, région constante alternative de la chaine L; format #10: gris foncé et noir, chaine L du rat et chaine H de
I'immunoglobuline G2b (IgG2b); blanc et gris clair , chaine L de la souris et chaine H d’une IgG2a.cH lourde commune ; cL,
|égére commune; HLE, demi-vie prolongée; scDb, single-chain diabody ; scFv, single-chain variable fragment; VHH, heavy

chain-only variable domain. (Labrijn, A. F. et al., 2019)

Le mode d’action des bsAbs consiste le plus souvent a rapprocher spatialement 2 types cellulaires
différents. On peut par exemple concevoir un anticorps interagissant d’une part avec une cellule
tumorale et d’autre part avec un lymphocyte T pour guider ce dernier vers la cellule tumorale a
éliminer. Le lymphocyte T est alors activé le plus souvent grace a une interaction au niveau de CD3¢
dans le complexe TCR (T-cell receptor), ce qui permet de s’affranchir du complexe majeur
d’histocompatibilité et d’activer le lymphocyte T peu importe I'épitope reconnu par le TCR. Ces
anticorps sont appelés engageurs de cellules T bispécifiques (bsTCE ou BiTEs), et sont I'objet de
nombreux développements cliniques. Dans un premier temps, les bsTCEs semblaient prometteurs
mais les essais cliniques se sont révélés décevants (De Gast, G. C. et al., 1995; Tibben, J. G. et al., 1996).
Les bsTCEs entrainaient en effet un relargage de cytokines médié par les lymphocytes T, méme a faibles
doses, en plus d’étre difficiles a produire et de ne pas montrer d’effet cliniques durables. Ces
problémes ont freiné I'intérét de la communauté scientifique pour ce format, et ce n’est qu’en 2008,
lorsque le blinatumomab (un bsTCE CD19 x CD3) a présenté de bons résultats cliniques (Bargou, R. et
al., 2008), que l'intérét pour les bsTCEs a été relancé. Le blinatumomab est un petit bsAb d’environ 55
kDa basé sur un fragment d’anticorps qui ne posséde pas de domaine Fc et il a été approuvé par la FDA
(Food and Drugs Administration) en 2014 pour traiter les lymphomes non hodgkiniens.

L’anticorps monoclonal murin OKT3, utilisé comme immunosuppresseur dans les greffes, a présenté
de lourds problémes de relargage de cytokines et d’activation des lymphocytes T in vivo (Chatenoud,
L. et al., 1990). Cette expérience a permis aux immunologistes d’établir des régles permettant la
création de bsTCEs thérapeutiques. En effet, il est apparu que le mécanisme principal entrainant le

relargage de cytokines était le regroupement de récepteurs CD3 sur les lymphocytes T via leur
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interaction avec les récepteurs de Fc d’autres cellules immunitaires. Une seconde génération de
d’anticorps anti-CD3 humanisés a donc vu le jour, avec une liaison aux FcyR (récepteurs aux domaines
Fc des IgGs) réduite et ces nouveaux anticorps ont montré une réduction significative du relargage de
cytokines (Xu, D. et al., 2000). De facon similaire, les lourds effets indésirables du catumaxomab (un
bsTCE CD3 x EpCAM) ont été attribués a la fixation aspécifique de son domaine Fc sur les récepteurs
FcyR des cellules de Kupffer présentes dans le foie. Ces données ont suggéré qu’il était préférable pour
les bsTCEs fixant le récepteur CD3 de supprimer les fonctions effectrices liées au domaine Fc afin de
minimiser la toxicité du produit et d’optimiser son effet thérapeutique. De nouveaux bsTCEs ont alors
pu étre congus, préférentiellement avec une bivalence pour I'antigéne spécifique des tumeurs et une
monovalence pour CD3 afin d’optimiser 'effet thérapeutique par rapport a la toxicité (Bacac, M. et al.,
2016).

Une autre utilisation possible des bsAbs est de créer des interacteurs biparatopiques qui interagissent
simultanément avec 2 épitopes non chevauchants d’'une méme cible. Cela permet de créer de I'avidité,
et d’avoir par exemple un inhibiteur plus efficace, comme le ZW25 qui inhibe la signalisation de HER2
et qui semble efficace dans le traitement des cancers HER2-dépendants (Weisser, N. et al., 2017).

On peut également noter le développement de plus en plus important des anticorps multispécifiques,
possédant une spécificité pour plus de 2 antigénes. Ces anticorps peuvent étre générés en concevant
simplement plus de fragments sur une architecture bsAbs basée sur des fragments ou asymétrique
classique_(Khan, S. N. et al., 2018). Pour les architectures symétriques, il est possible de réaliser une
hétérodimérisation asymétrique de la chaine H ou alors de forcer un appariement HL permettant
d’obtenir de nouvelles spécificités (Klein, C. et al., 2016). Enfin, par de I'ingénierie plus « fine », des
chercheurs ont réussi a favoriser les associations de chaines HL d’intérét au détriment des
mésappariements, en mutant les résidus a l'interface CH1 — CL pour défavoriser les interactions entre
les domaines wild type (Lewis, S. M. et al., 2014; Wu, X. et al., 2018). En effet, lorsque les chercheurs
créent des anticorps bi ou multi spécifiques, ils sont confrontés au probleme dit de I'association des
chaines. Lorsque I'on souhaite créer un bsAbs, on fusionne généralement deux cellules exprimant
chacune un anticorps classique portant une spécificité pour un antigéne au niveau de son déterminant,
lequel est composé du déterminant de la chaine lourde H et de la chaine légére L. L'objectif est
d’obtenir une molécule possédant sur chaque bras un déterminant composé de I'association HL de
chaque anticorps monospécifique. Or, cette molécule ne représente qu’une possibilité sur les 10
associations H2L2 possibles lorsqu’on exprime dans une méme cellule les chaines lourdes et variables
de 2 anticorps différents. Il est donc nécessaire de réaliser des étapes contraignantes de purification
afin de trier uniquement les molécules d’intérét, ce qui peut s’avérer compliqué et ce qui rend la

production plus colteuse.
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Les CAR (Chimeric Antigen Receptor) T-cells sont un autre exemple d’ingénierie des anticorps,
développé principalement dans les années 2000 et prometteur sur le plan thérapeutique. Le principe
consiste a modifier des lymphocytes T en leur faisant exprimer un récepteur artificiel congu en
laboratoire, lequel est d’une part affin pour I'antigéne souhaité et d’autre part possede un domaine
intracellulaire d’activation du lymphocyte T pour le rendre cytotoxique. Structurellement, le récepteur
chimérique est composé de 3 parties distinctes : I'ectodomaine, le domaine transmembranaire, et
I’endodomaine (Becker, M. L. B. et al., 1989). L'ectodomaine est la partie extracellulaire du récepteur
et celle responsable de la fixation de I'antigéne. Ce domaine est le plus souvent basé sur une
architecture de type fragments d’anticorps (scFvs par exemple). L'endodomaine est la partie
intracellulaire du récepteur et porte sa fonction effectrice, a savoir I'activation du lymphocyte T,
généralement via la chaine CD3 T contenant 3 motifs ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-Based
Activation). L'ingénierie des CAR T-cells a vu des évolutions a la fois au niveau de I’ectodomaine et de

I’endodomaine (Figure 7).
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CAR avec VHH CAR avec VLR
(2011) (2016)

14 Génération 2¢me Génération
(1989) (1998)

3¢me Génération 4¢me Génération
(2010) (2015)

ITAM

VH : Variable Heavy-chain
scFv
VL: Variable Light-chain

ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
CD1 - CD2 : Costimulating Domain 1 -2

NFAT : Nuclear factor of activated T-cells

VHH : Variable Heavy-chain (from Heavy-chain antibody)

VLR : Variable Lymphocyte Receptors

Figure 7 : : Evolution des récepteurs antigéniques chimériques (CAR) au cours des derniéres années.

La 1é génération de CAR était constituée d'un ectodomaine (scFv + peptide signal), d'un domaine transmembranaire et d'un
endodomaine (CD3 C avec trois ITAMs). La seconde génération de CAR a été générée par ajout d’'un domaine de costimulation
(CD1), souvent CD28. La 3%me génération a été créée par ajout d’un second domaine de costimulation (CD2), généralement
CD134 ou CD137. Enfin la 42me génération ne posséde qu'un domaine de costimulation mais une séquence NFAT permettant
la production d'interleukine 12 a la suite de I'activation du récepteur. Au niveau de I'ectodomaine, le scFv a été remplacé soit

par un VHH soit par un VLR (These de Léger, C.).

Au niveau de I'endodomaine, les efforts d’ingénierie se sont concentrés sur I'amélioration de

I'activation des lymphocytes T, c’est-a-dire leur cytotoxicité et leur prolifération, ainsi que sur leur
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durée de vie. Dans cette optique, la deuxieme génération de CAR T-cells a été créée par ajout d’un
premier domaine de co-stimulation (CD28, CD137 ou CD 134) en amont des ITAMs (Finney, H. M. et
al., 1998). La troisieme génération de CAR T-cells a été obtenue en combinant deux domaines de co-
stimulations en tandem (CD28 + CD137 ou CD28 + CD134), ce qui améliore significativement la
cytotoxicité de ces CAR T-cells (Marin, V. et al., 2010). Enfin, la quatrieme génération de CAR T-cells
fait intervenir une séquence dite NFAT (Nuclear Factor of the Activated T-cell) qui, une fois le récepteur
activé, va induire la production de cytokines comme l'interleukine 12 (IL-12) (Chmielewski, M. et al.,
2011). L’IL-12 ainsi produite va servir a recruter d’autres cellules de I'immunité au contact de la tumeur,
permettant de tuer des cellules cancéreuses qui ne seraient pas reconnues par la CAR T-cell. Ce
domaine NFAT, en combinaison avec un unique domaine de co-stimulation, a grandement amélioré
I'efficacité de cette génération de CAR T-cells, que I'on désigne généralement par TRUCK (T-cell
Redirected for Universal Cytokine-mediated Killing).

L’ectodomaine a lui aussi été la cible de diverses améliorations, afin de dépasser les limites apportées
par I'utilisation des scFvs. En 2011, les scFvs ont été remplacés par des VHH sur les CAR T-cells de
deuxieme génération (Iri-Sofla, F. J. et al., 2011), et en 2016, ce sont les VLRs qui ont été préférés aux
autres types d’architectures pour remplir la fonction de reconnaissance, encore une fois sur des CAR
T-cells de deuxiéme génération (Moot, R. et al., 2016).

Les anticorps multi-spécifiques et les CAR T-cells sont des exemples de réussite d’ingénierie modulaire,
par leur utilisation dans le monde biomédical et par le nombre d’études qu’ils suscitent. Cependant,
ces technologies basées sur les dérivés d’anticorps rencontrent les problémes inhérents a ce type
d’architecture et déja discutés. Pour contrer ce type de limites, I'utilisation des architectures
alternatives aux anticorps a également fait I'objet d’'une ingénierie multi-modulaire de différentes
architectures protéiques. Afin d’illustrer ce type de recherches, je me limiterai ici a la description de
I'ingénierie multi-domaines basée sur les DARPins, représentant a elle seule I'étendue des
développements possibles avec les protéines artificielles.

Les DARPins sont un bon exemple d’ingénierie modulaire sur des architectures alternatives aux
anticorps. En effet, des DARPins ont été sélectionnées contre la chaine a du récepteur aux
immunoglobulines E humaines (IgE) (FceRla) (Eggel, A. et al., 2009). Si les DARPins monovalentes pour
le site de fixation des IgE n’ont pas suffi a inhiber leur fixation, une fusion de deux DARPins spécifiques
d’épitopes distincts sur FceRla a permis une inhibition efficace de la fixation des IgE, allant de pair avec
une inhibition du relargage de facteurs pro-inflammatoires. De facon similaire, Boersma et al. ont
également réalisé une fusion de DARPins spécifiques pour des épitopes différents sur le récepteur aux
facteurs épidermiques de croissance (EGFR). Le produit de cette fusion est plus efficace pour inhiber
la prolifération cellulaire que les DARPins monovalentes seules, et possede surtout un effet beaucoup

plus long grace a I'avidité provoquée par sa multivalence (Boersma, Y. L. et al., 2011). Le récepteur aux
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facteurs épidermiques de croissance 2 (HER2), surexprimé dans de nombreux cancers, a lui aussi été
la cible des DARPins multi-domaines. Plusieurs fusions de DARPins spécifiques d’épitopes différents
ont été testées (Jost, C. et al., 2013). Jost et al. ont alors déterminé que les fusions les plus efficaces
pour lutter contre la prolifération cellulaire étaient les constructions faisant intervenir des interacteurs
des domaines | et IV du récepteur HER2. Ces fusions possedent un effet cytotoxique en plus d’un effet
cytostatique, dus a par une déformation de I’ectodomaine de deux molécules de HER2 connectées via
la fusion de DARPins, rendant incompatible I'association et la trans-activation des HER2. Une autre
étude a montré que cette interaction croisée entre deux molécules de HER2 induit la
déphosphorylation des récepteurs HER2 et HER3 (Tamaskovic, R. et al., 2016), et que I'une des fusions
de DARPins provoque I'apoptose des cellules reconnues en empéchant la formation d’homodimeéres
de HER2 et d’hétérodimeres HER2-EGFR et HER2-HER3. Une autre illustration possible d’une utilisation
modulaire des DARPins est leur utilisation comme plateforme de construction. Il est possible de
réaliser un couplage orthogonal sur les DARPins pour y greffer une toxine d’une part, et un composant
augmentant le temps de demie-vie de I'assemblage d’autre part. En effet, I'absence de cystéines
permet l'introduction d’une cystéine unique en C-ter fonctionnalisable par la chimie des thiols. Il est
également possible de remplacer la méthionine en N-ter par une azidohomoalanine, afin de réaliser
de la chimie click (Simon, M. et al., 2012, 2013; Stefan, N. et al., 2014). Enfin, Les DARPins ont
également été utilisées comme protéines de ciblage pour adresser des particules virales a certains
types cellulaires dans le cadre de la thérapie génique (Dreier, B. et al., 2013). Pour cela, deux DARPins
ont été fusionnées, I'une chargée de reconnaitre I'adénovirus de sérotype 5 (Ad5), et I'autre chargée
d’adresser cet adénovirus a des cellules cancéreuses. La DARPin reconnaissant Ad5 a été multimérisée
afin de diminuer au maximum sa dissociation grace a I'effet d’avidité ainsi créé. Ce multimére a été
fusionné a une DARPiIn spécifique de HER2, et le complexe final (avec Ad5) a efficacement fixé sa cible
dont il ne s’est pas décroché pendant 10 jours, démontrant ainsi la robustesse de l'interaction. De plus,
aucune fixation aspécifique n’a été démontrée, ni ex vivo, ni in vivo (Minch, R. C. et al., 2015).

Ces exemples montrent bien I'intérét de fusionner des protéines pour obtenir des objets dont la
fonction dépasse la simple addition des effets de chacun des domaines qui les constituent. En effet, la
présence d’un lien intramoléculaire peut générer de I'avidité, ou rapprocher spatialement deux objets
qui ne l'auraient pas été par la simple addition de deux interacteurs spécifiques de chacun de ces
objets. De plus, I’évolution des méthodes de biologie moléculaire et le développement des méthodes
de screening a haut débit permettent de tester beaucoup de combinaisons de protéines pour trouver
la combinaison la plus adaptée a une problématique donnée.

Si la multi-spécificité proférée par I'ingénierie modulaire a été trés utilisée en cancérologie, d’autres
domaines bénéficient de ces avancées technologiques. Par exemple, dans le domaine de la purification

cellulaire, un interacteur multi-spécifique peut permettre de séparer plus finement des populations
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cellulaires qui ont des récepteurs en communs, en les discriminants sur un panel plus large de

récepteurs.
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lll. La purification cellulaire

La purification cellulaire est un outil puissant en biologie médicale, qu’il s’agisse de purifier un type
cellulaire en vue de réaliser un test diagnostique, pour réaliser de la thérapie cellulaire, ou comme
étape préliminaire en vue de réaliser d’autres expériences (Orfao, A. & Ruiz-Arglelles, A., 1996). Ces
méthodes apparaissent particulierement importantes de nos jours, avec I'avénement des thérapies
cellulaires personnalisées. Cet intérét se manifeste par une utilisation croissante des méthodes de
purification cellulaire dans I'ingénierie tissulaire, la médecine régénérative(Guo, K.-T. et al., 2006), les
thérapies anticancéreuses, et la recherche sur les pathologies associées aux maladies infectieuses
(Terry, V. H. et al., 2009). D’un point de vue clinique, ces techniques ont significativement contribuées
au diagnostic et au traitement de nombreuses maladies (Jamieson, C. H. M. et al., 2004; Majeti, R. et
al., 2009; Will, B. & Steidl, U., 2010), a la transfusion de globules rouges, de plaquettes et de
neutrophiles, et a la transplantation de populations spécifiques de cellules hématopoiétiques et
immunes (Lanzoni, G. et al., 2009). Ces multiples applications ont conduit au développement d’un large
panel de techniques permettant la purification de cellules. On peut classiquement identifier quatre
grands critéres qui permettent de trier les cellules les unes des autres : leur adhérence, leur densité et
leur taille, leurs caractéristiques morphologiques, et leurs propriétés immunophénotypiques (Almeida,
M. et al., 2015).

Ainsi, on peut distinguer d’une part les méthodes de séparation basées sur les propriétés physiques
des cellules, et d’autre part les méthodes basées sur la reconnaissance moléculaire des marqueurs

spécifiques d’une population cellulaire d’intérét.
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A. Les méthodes basées sur les propriétés physiques

Les méthodes de séparation basées sur les propriétés physiques des cellules permettent de trier de
gros volumes de cellules et sont généralement trés efficaces pour réaliser une premiere étape de
purification.

Une des facons de trier les cellules est de se baser sur leurs propriétés d’adhésion. Cela consiste le plus
souvent a récupérer un extrait de tissu primaire digéré ou explanté. L'extrait ainsi obtenu peut étre
filtré pour obtenir une suspension cellulaire qui sera mise en contact d’une surface plastique par
exemple (Tomlinson, M. J. et al., 2013). La vitesse et la force d’adhésion des différents types cellulaires
peuvent alors permettre d’éliminer certaines cellules de I'échantillon. Cette méthode est simple
d’utilisation et peu colteuse, mais n’est pas spécifique, ce qui n’en fait pas une technique de choix
pour obtenir un type cellulaire particulier.

On peut aussi trier les cellules selon leur taille, pour isoler des cellules tumorales circulantes a partir
d’un échantillon sanguin par exemple (Hou, H. W. et al., 2013). Dans cet exemple, les cellules qu’on
souhaite isoler sont plus grosses (10-20 um) que les cellules sanguines (érythrocytes: 8 um;
leucocytes : 7-12 um), ce qui permet de les séparer en utilisant leur différence d’inertie dans un
systéme de microfluidique spécialement congu pour récupérer ces cellules.

Les cellules peuvent également étre triées grace a leur densité, par centrifugation. Cette technique est
tres largement utilisée car elle permet rapidement de séparer différents types cellulaires comme les
cellules du sang par exemple. Comme les autres techniques basées sur les propriétés physiques, cette
technique n’est pas trés spécifique, méme si une meilleure séparation peut étre obtenue en réalisant
plusieurs centrifugations successives, ou en utilisant différents gradients de sucre. La centrifugation
est par exemple utilisée comme premiére étape de purification pour éliminer les globules rouges et
les plaquettes d’un échantillon sanguin.

Il existe une autre méthode qui mélange densité et fixation aux anticorps. Cette méthode, appelée
rosetting, consiste a mettre en contact I’échantillon avec des anticorps dirigés contre les cellules qu’on
souhaite éliminer. Ces anticorps vont ensuite former des complexes avec les érythrocytes, et ainsi
augmenter la densité des types cellulaires a éliminer pour permettre leur séparation par centrifugation
(Tomlinson, M. J. et al., 2013).

Si les méthodes de séparation des cellules basées sur les propriétés physiques permettent rapidement
de traiter de gros volumes et d’éliminer facilement des types cellulaires non désirés, c’est grace aux
méthodes de séparation basées sur la reconnaissance moléculaire qu’il est possible d’obtenir un type
cellulaire donné sans contaminations par d’autres cellules. En effet, les techniques de purification

basées sur les propriétés physiques des cellules permettent de récupérer un grand nombre de cellules
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et de réaliser un premier tri, mais ne permettent pas d’obtenir des fractions trés pures d’un type
cellulaire en particulier. Cela est encore plus vrai lorsque le type cellulaire d’intérét est en minorité
dans I'échantillon. Des étapes supplémentaires sont donc souvent nécessaires a |'obtention de la
population de cellules désirée. Ce manque de spécificité est di au fait que les propriétés physiques

utilisées pour trier les cellules sont partagées par plusieurs types cellulaires.
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B. Les méthodes basées sur les anticorps/la reconnaissance

moléculaire

Les méthodes de séparation basées sur la reconnaissance moléculaire font intervenir des anticorps
dirigés contre des récepteurs spécifiques d’un type cellulaire donné. Les méthodes les plus
fréquemment utilisées sont la cytométrie en flux (FACS : fluorescent-activated cell sorting) et le tri
magnétique (MACS : magnetic-activated cell sorting). Dans ces deux techniques, les cellules d’intérét
sont marquées par un anticorps couplé a des billes magnétiques (MACS) ou a un fluorophore (FACS)
avant d’étre séparées du reste des cellules de I'échantillons.

La cytométrie en flux basée sur le FACS (Fluorescent-activated cell sorting) est un outil trés puissant
qui permet I'analyse d’un échantillon a I'échelle de la cellule isolée (Figure 8). Il est donc possible
d’identifier et d’isoler des populations de cellules homogénes a partir d’'une population hétérogene.
L’échantillon a trier est marqué par des anticorps couplés a des fluorophores. Ces anticorps sont
spécifiques d’une population cellulaire donnée. L’échantillon passe alors dans un flux qui permet de
controler le passage des cellules une par une. Les cellules vont diffuser un rayon lumineux dans toutes
les directions, et les rayons diffusés sont analysés a de faibles angles (0° a 15°), tandis que les rayons
réfractés sont analysés a angle droit (90°). Les rayons diffusés a faibles angles renseignent sur la taille
des cellules, tandis que les rayons réfractés a 90° renseignent sur la granulosité des cellules. Un laser
excite alors les fluorophores présents sur les anticorps, et les intensités d’émission sont enregistrés
pour chaque cellule. Le flux contenant les cellules est fractionné en gouttelettes homogenes,
contenant environ 1 cellule par gouttelette. En fonction des paramétres souhaités par I'utilisateur
(signal de fluorescence, taille des cellules, granulosité), une charge électrique ponctuelle est attribuée
aux gouttelettes, qui peuvent étre collectées dans différents tubes grace a un champ électrostatique
(Macey, M. G., s. d.). L'inconvénient principal du FACS est la lenteur du tri : une purification qui prendra
plusieurs heures en FACS n’en prendra qu’une en MACS (Tomlinson, M. J. et al., 2013). Chaque cellule

étant analysée individuellement, la capacité de tri reste limitée méme dans des trieurs a débits élevés.
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Figure 8 : : Schéma du principe de la cytométrie en flux (FACS)

Chaque type cellulaire a purifier est marqué par un anticorps couplé a un fluorophore différent. (a) Les cellules ainsi marquées
sont canalisées pour donner un flux continu de cellules isolées. (b) Ces cellules passent a travers une source lumineuse ou un
laser, et le signal émis par chaque cellule est détecté. Cette détection permet de déterminer si le signal émis par chaque
cellule est supérieur ou inférieur a une valeur seuil donnée, et il est décidé de collecter ou non chaque cellule. (c) La collecte
est réalisée en chargeant électriquement la gouttelette dans laquelle chaque cellule est contenue. (d) En faisant passer les
gouttelettes a travers des plaques déflectrices chargées, il est possible de dévier les cellules vers les tubes de collecte

appropriés (Tomlinson, M. J. et al., 2013).

Le tri cellulaire par magnétisme (MACS) repose, comme le FACS, sur le marquage de I’échantillon a
purifier par des anticorps spécifiques du type cellulaire que l'on souhaite trier. Cependant,
contrairement au FACS, les anticorps sont ici couplés a des billes ou des nanoparticules magnétiques
(Figure 9). Cela permet la rétention des cellules marquées dans un champ magnétique, tandis que les

cellules non marquées sont éluées. Le retrait du champ magnétique permet ensuite de récupérer les
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cellules précédemment retenues, c’est-a-dire le type cellulaire d’intérét. Cette technique a comme
avantage d’étre tres simple a mettre en ceuvre, puisque contrairement au FACS elle ne demande pas
beaucoup d’équipement et peut étre réalisée rapidement sur des volumes importants. En revanche,
un seul marquage peut étre réalisé dans le cas du MACS alors que le FACS permet le marquage et le tri

simultané de plusieurs populations de cellules.
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Figure 9 : Schéma du principe du tri magnétique (MACS)

(a) Séparation en tube : une suspension cellulaire marquée par des anticorps couplés a des billes magnétiques est placée dans
un aimant. (1) Cela provoque le déplacement des cellules marquées vers les cOtés du tube, en direction de I'aimant. Ce tube
est ensuite (2) inversé (ou aspiré), ce qui permet de retirer les cellules non marquées avant (3) de remettre en suspension les
cellules marquées et de les retirer de I'aimant, ce qui donne (4) une suspension dispersée de cellules cibles marquées. (b)
Séparation sur colonne : une suspension cellulaire marquée par des anticorps couplés a des billes magnétiques est injectée
dans une colonne maintenue a l'intérieur d'un aimant. (1) Les cellules traversent ensuite la colonne et (2) les cellules
marquées sont retenues, tandis que les cellules non marquées sont éliminées par lavage. (3) Aprés I'élimination des cellules
non marquées, la colonne est retirée de I'aimant, et un tampon de suspension est poussé a travers la colonne par un piston,

ce qui permet de récupérer les cellules cibles marquées en suspension (Tomlinson, M. J. et al., 2013).

Enfin, il existe d’autres méthodes de purification basées sur la fixation d’anticorps spécifiques d’un

type cellulaire donné un peu moins utilisées que le FACS et le MACS. Ces techniques reposent sur
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I'immobilisation des anticorps spécifiques du type cellulaire d’intérét sur une surface, permettant la
rétention du type cellulaire d’intérét sur cette surface (Adams, A. A. et al., 2008; Mahara, A. &
Yamaoka, T., 2010). Dans ces articles, les cellules ont été libérées de la surface par une digestion

enzymatique a la trypsine.

Ces techniques permettent de discriminer de fagon précise des types cellulaires, mais reposent sur
I'existence de marqueurs spécifiques du type cellulaire souhaité. De plus, ces techniques nécessitent
d’avoir des anticorps dirigés contre ces marqueurs, ce qui limite souvent les possibilités de détection
aux anticorps disponibles commercialement. Enfin, les anticorps utilisés pour marquer les cellules
restent fixés a la surface de la cellule, et peuvent entrainer des réponses cellulaires comme des
activations ou inhibitions de certaines voies de signalisation. Si I'activation de certaines voies de
signalisation peut étre volontaire pour certaines applications, comme l'activation des lymphocytes T
par les anticorps bispécifiques CD3 x EpCAM, pour beaucoup d’autres applications on souhaite
récupérer des cellules non altérées par la fixation d’anticorps a leur surface. Pour décrocher les
anticorps de leur cible, il faut appliquer des conditions stressantes pour les cellules (pH acide, digestion
a la trypsine) qui ne permettent pas forcément leur remise en culture dans le méme état, ce qui est un
probléme pour certaines applications décrites plus en détail dans le chapitre suivant.

La compagnie Miltenyi Biotec a développé un outil de reconnaissance moléculaire basé sur des
fragments d’anticorps qui permet de fixer puis de relacher une cellule (Figure 10). Des fragments
d’anticorps peu affins pour leur cible sont générés et fusionnés grace a une molécule qu’on peut
marquer avec un fluorochrome ou une nanoparticule magnétique. L’avidité générée par la fusion des
interacteurs permet de marquer efficacement les cellules d’intérét, et une purification par FACS ou par
MACS est alors possible selon que linteracteur a été marqué avec un fluorochrome ou une
nanoparticule magnétique. Le principe de cette technologie est de pouvoir dissocier le complexe,
probablement par I'ajout dans le milieu d’une protéase spécifique. Cette dissociation permet la perte
du phénomene d’avidité des interacteurs, qui peuvent alors plus facilement libérer la cible puisqu’ils
ont été sélectionnés pour avoir une faible affinité pour cette derniere. Les cellules ainsi libérées de
tout marquage sont alors disponibles pour subir un nouveau marquage, ou pour réaliser d’autres

expériences.
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Figure 10 : schéma de fonctionnement de la technologie REAlease de Miltenyi Biotec
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C. Les cellules tumorales circulantes

L'une des applications possibles des techniques de purification de cellule entiere est la capture de
cellules tumorales circulantes (CTCs). Ces cellules sont a I'origine des métastases qui sont la premiere
cause de mortalité dans les cancers (Vila, A. et al., 2016). Les cancers sont majoritairement d’origine
épithéliale (Siegel, R. L. et al., 2021), et pour se répandre dans |'organisme et former des tumeurs
secondaires qu’on appelle métastases, les cellules tumorales doivent réaliser une transition épithelio-
mésenchymateuse pour venir au contact des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Une certaine
proportion de ces cellules parvient alors a pénétrer ces vaisseaux par un phénomene qu’on appelle
I'intravasation, et sont alors considérées comme des CTCs. Ce sont ces CTCs qui, par un phénoméne
d’extravasation suivi d’'une transition mésenchymato-épithéliale, peuvent s’implanter dans d’autres
tissus et donner les métastases (Vila, A. et al., 2016).

La purification des CTCs apparait particulierement intéressante pour orienter la stratégie
thérapeutique, ou pour étudier la résistance des cellules tumorales aux traitements par exemple. Ces
applications peuvent nécessiter une remise en culture de ces cellules, ce qui n’est pas toujours
compatible avec le marquage par des anticorps. Le Dr Catherine Alix-Panabiéres a d’ailleurs recu une
récompense de I’American Association for Cancer Research Annual Meeting 2017, le plus grand
congres annuel de cancérologie, pour un article de 2015 dans lequel son équipe est parvenu a obtenir
une lignée stable a partir de cellules tumorales circulantes (Cayrefourcq, L. et al., 2015). Cette
distinction témoigne de I'intérét de ce type de recherche en cancérologie, et des difficultés techniques
gue la remise en culture de CTCs représente.

Pour isoler des CTCs a partir d’échantillons sanguins de patients, Cayrefourcq et al. ont d’abord retiré
les cellules hématopoiétiques des 10 mL de sang prélevés chez les patients par rosetting (cf partie Ill.
B.) en utilisant le produit RosetteSep™ CTC Enrichment Cocktail (Stemcell technologies). Ce produit est
un mélange d’anticorps dirigés contre les récepteurs CD2, CD16, CD19, CD36, CD38, CD45, CD66b et la
glycophorine A, des marqueurs spécifiques des cellules sanguines. Cela permet d’enrichir I’échantillon
en CTCs par tri négatif. Les cellules encore présentes dans I’échantillon ont alors été mises en cultures
dans des conditions hypoxiques (2% O,), favorables au développement des CTCs mais pas des autres
types cellulaires. Au bout de plusieurs semaines, des lignées tumorales ont pu étre obtenues.

Bien que cette méthode ait fonctionné, on peut quand méme dégager plusieurs pistes d’amélioration.
En réalité, I'étude de Cayrefourcq et al. a porté sur les échantillons sanguins de 71 patients atteints de
cancers. Parmis ces 71 échantillons, 50 (70.4%) contenaient au moins 1 CTC, 38 (53.5%) contenaient
au moins 3 CTCs, 18 (25.4%) contenaient plus de 10 CTCs, et 3 (4.2%) contenaient plus de 100 CTCs.

Les lignées stables de CTCs ont pu étre obtenues pour 2 patients qui possédaient plus de 300 CTCs
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dans leur prélévement sanguin, soit 2.8% du total des patients. Cette technique n’est donc pas
forcément transposable a une majorité de patients atteints de cancers et pour lesquels il faudrait
développer une nouvelle approche pour cultiver les CTCs. De plus, le principe du tri négatif impose
d’utiliser un cocktail d’anticorps de fagon a retenir I'ensemble des types cellulaires non recherchés, ce
qui induit pour ce type d’approche un colt élevé lié aux anticorps utilisés. Il serait intéressant de
pouvoir réaliser un tri positif en une étape plutét que d’utiliser un mélange d’anticorps trés colteux.
Réaliser une purification de CTCs par tri positif suppose d’avoir des marqueurs spécifiques des CTCs. Si
on ne peut pas affirmer avec certitude qu’un marqueur est spécifique des CTCs, une trés vaste majorité
des CTCs surexpriment le récepteur EpCAM (Simon, M. et al., 2013), un marqueur spécifique des
cellules épithéliales. Or, les cellules épithéliales ne sont pas retrouvées dans la circulation sanguine en
conditions normales, et ce marqueur peut donc étre utilisé pour différencier les CTCs des cellules
sanguines. Certaines CTCs expriment cependant le récepteur EpCAM a un faible niveau, voire pas du
tout, et d’autres récepteurs homologues a EpCAM, comme TROP2 ou EGFR, peuvent donc étre utilisés
en complément d’EpCAM pour identifier le plus grand nombre de CTCs possible (Schneck, H. et al.,
2015).

Nous avons vu que la capture et la libération des cellules capturées dans des conditions permettant
leur remise en culture en conditions natives représentait un intérét certain, entre autres dans la
recherche en cancérologie. Il existe déja des anticorps qui reconnaissent EpCAM avec une trés bonne
affinité. Cependant, si les anticorps sont de formidables outils de reconnaissance moléculaire, I'avidité
engendrée par leurs deux sites de fixation ne leur permet pas de se décrocher pas de leur cible en
conditions normales. Leur dissociation requiert généralement une diminution du pH ou une digestion
enzymatique ce qui n’est pas forcément compatible avec toutes les expériences qui pourraient étre
réalisées aprés la purification des cellules.

Mon projet de thése propose de trouver une solution a cette problématique, en créant un outil dont
I"'une des applications serait de capturer des cibles d’intérét avec une trés bonne affinité, puis de les

libérer en conditions natives.
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IV. Stratégie générale

Objectifs de la these

Nous avons vu qu’il existait beaucoup d’outils de reconnaissance moléculaire dont les anticorps et
leurs dérivés, et des bibliotheques d’architectures protéiques alternatives. Ces outils de
reconnaissance sont la cible d’une ingénierie protéique qui vise souvent a améliorer I'affinité pour une
cible, ou le nombre de cibles reconnues. Cependant, il n’existe pas a ce jour d’outil de reconnaissance
moléculaire dont la fixation sur la cible puisse étre modulée. C’est pourquoi nous nous sommes
intéressés a créer un outil de reconnaissance moléculaire modulable. Comme la reconnaissance n’est
plus limitée aux anticorps, nous nous sommes affranchis des limites de ces derniers en construisant
une bibliotheque de protéines artificielles a partir d’'une nouvelle ossature protéique alternative.

Pour développer un tel outil, nous avons décidé de concevoir une bibliothéque de protéines artificielles
bi-domaines qui peuvent fixer une cible, mais également y associer un systeme qui permette de libérer
cette cible dans un état natif et fonctionnel. En d’autres termes, il s’agirait de développer une
bibliothéque de récepteurs allostérique bi-domaines pouvant fixer puis décrocher une cible en
présence d’'un modulateur générique. Ce modulateur générique sera généré par la sélection d’aReps
contre la surface du bi-domaine qui n’est pas en interaction avec la cible. De cette facon, l'interaction
du modulateur avec la bi-P5H devrait induire un changement de conformation de cette derniére qui
en conséquence, perdra sa capacité a interagir avec la cible. Ce projet repose donc sur I’hypothése
selon laquelle la conformation relative des 2 domaines composants les protéines de la bibliotheque ne
sera pas la méme lorsqu’elles seront en interaction avec une cible et lorsqu’elles seront en interaction
avec le modulateur (Figure 11). De ce fait, la liaison de I'interacteur flexible avec le modulateur rigide
devrait provoquer un changement de conformation chez l'interacteur issu de la bibliothéque. Ce
changement de conformation ne doit pas permettre son interaction simultanée par ses deux domaines
avec la cible, et donc provoquer une forte diminution de son énergie de liaison pour sa cible conduisant

a sa dissociation.
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Figure 11 : Schéma du mode d’action d’un modulateur idéal issu de la bibliothéque

Dans un systéme ou l'interacteur bi-modulaire est en interaction avec une cible (verte), I'ajout du modulateur rigide
spécifique de I'interacteur provoque le décrochage de la cible. En effet I'interaction entre le modulateur et I'interacteur va
contraindre la géométrie relative des 2 domaines de I'interacteur, induisant probablement le décrochage d’au moins un des
2 domaines (non représenté ici) ce qui va considérablement diminuer son affinité pour la cible et faciliter ainsi le décrochage

du deuxieme domaine.

Un outil permettant I'isolement et la remise en culture des CTCs présente donc un réel enjeu.

De méme, la purification de protéines non étiquetées intéresse particulierement les cristallographes
et I'industrie pharmaceutique lorsqu’il s’agit de purifier des composés a visées thérapeutiques. Un outil
qui puisse permettre de réaliser de telles purifications s’inscrirait donc pleinement dans le contexte
scientifique actuel.

Dans ce cadre, mon projet de thése propose un outil qui permet de purifier des cellules entiéres ou

des protéines non étiquetées, ce qui s’inscrit dans une logique d’innovation et d’ingénierie protéique.
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Contexte scientifique

Mes travaux de these ont consisté en la conception d’une bibliothéque inédite de protéines artificielles
bi-domaine, ayant pour objectif de fixer des cibles protéiques et de les relacher en condition natives
par ajout dans le milieu d’'une molécule appelée modulateur.

Tout d’abord, il a fallu identifier une nouvelle ossature protéique qui servirait de base a la conception
de ma bibliothéque de protéines. Cette ossature devait répondre aux critéres suivants :

- Un comportement monomérique en solution

- Une petite taille (< 30 kDa)

- Une haute stabilité

- Une forte tolérance a 'ingénierie protéique

- L’absence de ponts disulfures

- Une structure secondaire riche en hélices a

Pour identifier une telle ossature protéique, un examen approfondi de la PDB (Protein Data Bank) a
été mené et a permis d’identifier une protéine de fonction inconnue, chez Thermus thermophilus,
répondant a ces critéres (code PDB : 2CWY). Un BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) a permis
d’identifier une seconde protéine candidate pour la conception de la bibliotheque bi-domaine (une
ossature par domaine), homologue a 2CWY, et identifiée chez Thermus oshimai. Thermus thermophilus
et Thermus oshimai sont des organismes thermophiles dont la température optimale de croissance se
situe entre 65°C et 72°C. Les protéines issues des organismes thermophiles sont généralement tres
stables ce qui en fait de bons candidats a I'ingénierie protéique. Les 2 protéines ainsi retenues n’ont
pas de fonction connue. Elles sont constituées de 94 (Thermus thermophilus) ou 93 (Thermus oshimai)
acides aminés repliés en 5 hélices a antiparalléles et organisées en 2 couches (Figure 12), sont
monomériques et ne possedent pas de ponts disulfures. Nous avons décidé de les appeler
pentahélines. Des tests ont été réalisés au laboratoire afin de vérifier la surexpression des 2
pentahélines, leur solubilité et leur stabilité. Leur tolérance aux mutations a également été vérifiée par
génération, pour chaque pentahéline, d’un mutant qui différe de la protéine sauvage par 18 acides

aminés.
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Figure 12 : Structure cristallographique de 2CWY

La structure a été représentée en cartoon. Les chaines latérales qui seront mutées sur la face tri-hélicoidale ont été colorées

en rose et les positions accessibles de la face bi-hélicoidale en vert. Le reste de la protéine est représenté en bleu.

Les travaux décrits précédemment ont été réalisés avant mon arrivée au laboratoire.

Mon projet de thése a donc consisté a créer d’'une part, la bibliothéque de protéines bi-domaines
mentionnée précédemment, dont la conception sera décrite dans la premiéere partie des résultats. La
seconde partie des résultats correspondra a la conception du modulateur, cette molécule qui doit
dissocier la cible des interacteurs issus de la bibliotheque. Enfin, une troisieme partie sera consacrée

aux applications du systeme concu dans les deux premiéres parties.
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Partie 1 : Conception et construction de la

bibliotheque de biP5H
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l. Identification du scaffold de départ

Dans un premier temps, il a fallu identifier un repliement robuste qui conviendrait pour construire la
bibliothéque. Un examen de la PDB a donc été réalisé, en focalisant les recherches sur des petites
protéines, riches en hélices a, sans ponts disulfures, et issues d’organismes thermophiles. La recherche
s’oriente autour de protéines issues d’organismes thermophiles car ces protéines sont généralement
trés stables. Or, il est préférable de partir d’'une ossature protéique stable pour réaliser une
bibliothéque de protéines puisque les mutations introduites afin de créer la surface d’interaction vont
souvent avoir tendance a déstabiliser la structure. Il est préférable de choisir une ossature protéique
ne contenant pas de pont disulfure afin de pouvoir I'exprimer facilement dans le cytoplasme des
bactéries. Les ossatures protéiques riches en hélices a sont plus appropriées pour la construction de
bibliothéques car I'expérience acquise au laboratoire a montré que ces structures étaient plus
tolérantes aux mutations que les structures riches en feuillets B. Cela peut étre di au fait que les
liaisons hydrogene dans une hélice a se font entre les résidus d’'une méme hélice alors que les liaisons
hydrogéne au sein d’un feuillet B se font entre des brins voisins, rendant les mutations plus propices a
déstabiliser la structure secondaire. Enfin, on a également recherché une protéine de petite taille, car
d’une part elles sont plus facilement manipulables au niveau de leur géne, et d’autre part car I'ossature
recherchée devait constituer un seul des deux domaines de la future protéine de la bibliotheque. Il
était donc préférable de choisir une ossature de départ relativement petite, notamment pour faciliter
les expériences de biologie moléculaire.

Une protéine a été retenue, car remplissant les critéres évoqués précédemment. En effet, cette
protéine (code PDB : 2CWY), dont la structure est présentée Figure 13, a été identifiée chez Thermus
thermophilus, un organisme thermophile. Elle est monomérique, composée de 5 hélices a
antiparalleles disposées en deux couches, et ne posséde pas de fonction connue. Le repliement a été
baptisée pentahéline (P5H) en raison de sa structure. Cette protéine peut donc servir de base a la

construction d’un des deux domaines de la bibliothéque de protéines bi-domaine.
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Figure 13 : Structure cristallographique de 2CWY 3 1.85 A

La structure a été représentée en cartoon. Les chaines latérales qui seront mutées sur la face tri-hélicoidale ont été colorées

en rose et les positions accessibles de la face bi-hélicoidale en vert. Le reste de la protéine est représenté en bleu.

Afin de constituer le 2™ domaine de la protéine de la bibliothéque, il était nécessaire d’identifier une
seconde ossature protéique homologue a la premiere (2CWY), possédant une séquence différente
mais une structure similaire. Dans cette optique, un BLAST a été réalisé contre 2CWY et a révélé
I’existence de plusieurs protéines homologues chez d’autres organismes thermophiles apparentés a

Thermus thermophilus (Figure 14).
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i | 55771450 |db]j |BADES391.1| con=served hypothetical protein [Thermus
thermophilu=s HES)

MV EPDWEEVLGLWRAGRY YEVHEVLEPYWLEATGEERRLLOGVILLAAATHORRLGRPGLENLEFKAEARLEGLECE
LMGLD

WRSLLOEARRERLGA

>gi| 551066405 |ref |[WP_022787721.1| hypothetical protein [Thermus islandicus=]
HEVLGEALRLWREGRYFEVHEVLEEAWREARGEERRFLOGLILLAAATLHOOGLGESGLENLREAEARLRGLESPY
LGLDW

EPLLLEARRRLGA

>gi|517272448 |ref |WP_018461266.1| hypothetical protein [Thermus oshimai]

HEVLEEALRLWEEGRYFEVHEVLEEAWREAEGEERRFLOGLILLAAATLHOKALGET SLGNLREAEARLEGLESPY
LGVDWEALLGEARRRLGA

T7.1| hypothetical protein [Thermus igniterrae]
HEAFEEAWRLFOEGEYFEAHEVLEGPNREAEGEEREFLOGLILLAAATLHOAFMGRRGLENLEKAEGKLOGEESEY
LGLDW
CPLLOEARERLGA
>gi| 218243280 | gb|EEDOS320.1| protein of unknown function DUF308 [Thermus
aquaticus YS1MC23]
MEALEAFVEHFOEGRYFEAHEVLEEAWNLEAEGEERRFLOGLILLAAATLHRGEGGVENLREAEAK LESGLPSEYLGL
DWELL
VOEARBRLGA
»gi|518381188 |ref|WP_015%55135%5.1| hypothetical protein [Thermus
zcotoductus]
HEALGEAWRLFOEGOYFEAHEALEEVWREAQGERRRFLOGLILLAAATLHOAKSGRGELENLEEAEGKELLGFESPY
LSLDW
RPFLFEEARERLGA
»>gi| 328450263 |gb|AEBL11164.1| protein of unknown function DUF308
[Marinithermuz hydrothermali=s DSM 14334)
HAFTDT PAWNREAQALWRAGRYWEVHEALEPLWHEAQGAERAFLOGVILLAAATHEART SPT GGRENYAKALRHLA
PLEPDVFHGVOVEBALELEVHRALLDPGYTPCLEPTVDFERS
»gi|481062567 |gh|AGKOST730.1| hypothetical protein K645 12210 [Meiothermus
ruber DSEM 1279)
MOGIDLLNRPEYTEALELWHOGRFWEVHEALEPLWOOLSGPDRELTHGVILLAAALHEARDNPRGGWRNFHEALE
HLEGLPATYRGVEVVDLIEATROALOEGPGOQIPAFEPRL
Pgi| 317278330 |ref |WP_0154671438.1| hypothetical protein [Meiothermus
timidus=s]
HMDWLEDDPLWDGASPIHLANT PEFARARELWORGAFWEVHEVLEPLWVERELEGEQREVVHGLILLAAALHKARSSE
TGEWENFARALBHLEGLPGVYAGLDLEOTIAEVRERALEQPGYHPRLOFASS
»gi| 517841859 |ref|WP_015%012067.1| hypothetical protein [Deinococcus
aguatili=]
MHATEVGGWOEGIT LFNAGHWNWEAREAWEEVWLOATGDERACLSALILLALA AT HEEWHHGS LAHRNFIKAEEYLD
ALPEQYAGLDLTELRADVWAALOASDIDOARPOLORGVE

Figure 14 : Résultat du BLAST contre 2CWY.

Le BLAST a été réalisé sans a priori contre une base de données de séquences protéiques non redondantes. Les résultats ont

été retenus sur la base de leur pourcentage d’identité de séquence et en éliminant les redondances.

Un alignement multiple a été réalisé entre 2CWY et ses plus proches homologues issus du BLAST
(Figure 15.A). Puis, un nouvel alignement a été réalisé avec les 4 protéines les plus proches de 2CWY
d’un point de vue évolutif (Figure 15.B/C). A ce stade, il a fallu choisir deux protéines qui serviraient de

base aux deux domaines des futures protéines de la bibliotheque d’interacteurs bi-domaines. Les deux
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pentahélines choisies ont été les pentahélines issues des organismes Thermus thermophilus et
Thermus oshimai. En effet, la structure de la premiére est connue (code pdb : 2CWY), et la deuxiéme
possede le plus d’identité de séquence avec 2CWY, soit 71% d’identité de séquence. De plus, 2CWY se
replie en un seul domaine, et étant donné leur identité de séquence ainsi que leur proximité
phylogénétique, notre hypothése est que la pentahéline issue de Thermus oshimai se replierait
également en un seul domaine similaire a celui de Thermus thermophilus. Ces criteres ne sont
cependant pas suffisants pour valider ces architectures comme point de départ d’'une nouvelle

bibliothéque d’interacteurs.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 129

gi 1557714501 db j| BADG
£i 15510664051 ref IHP_
gil5172724481ref IHP_
gil516808267 Iref IHP_
£il15183811881ref IHP_
£il2182432901gb | EEDD
£i13284502631¢b 1 REB1
gi 1481062567 1 gb | AGKO
gil5172783301ref IHP_
gil5178418591ref IHP_

HYPDHEEYLGLHRAGRY YEVHEYLEPYHLKATGEERRLLOGYILLAAALHORR-LGRPGLRHLRKAEARLEGL PCPLHGLDHRSLLOEARRRLGA
HEVLGEALRLHREGRYFEYHEYLEEAHREARGEERRFLAGLIL L ARALHAAOG-LGKSGLRHLRKAEARLRGLPSPYLGLDHRPLLLEARRRLGA
HEVLKEALRLHEEGRYFEYHEYLEEAHREREGEERRFLOGLYLL ARALHOKA-LGKTGLGHLRKAEARLKGLPSPYLGYDHEALLGEARRRLGA
HEAFKEAHRLFOEGKYFEARHEYLEGPHREREGEERRFLAOGLIL L ARALHAAK-HGRRGLRHLKKAEGKLAGF PSPYLGLDHOPLLOEARRRLGA
HEALGEAHRLFREGAYFERHEALEEYHREROGEKRRFLAGLILLARALHAAK-SGRGGLRHLKKAEGKLLGF PSPYLSLDHRPLFEEARRRLGA
HERALEAFYRHFOEGRYFEAHEYLEEAHLKAEGEERRFLAGLIL L ARALHR----GKGGYRHLRKAEAKL SGLPSPYLGLDHEL LHOEARRRLGA

HAFTOTPAHREAQALHRAGRYHE YHEALEPLHHEAQGAERAFLAGYILLAAALHKARTSPTGGRRHYAKALRHLAPLPDYFHGYUYRALELEYHRALLD-PGYTPCLPTYDFPS
HOGIDLLKHRPEYTEALELHHOGRFHEYHEALEPLHOOLSGPDRELTHGYILLAAALHKARDNPRGGHRHFHKALKHLEGLPATYRGYRYYDLIEATROALOKGPGOIPAFPRL

HOMLEDDPLHDGASPIHLANTPEFARARELHAORGAF HEYHEYLEPLHYRLEGEOREYYHGLIL LAARLHKARSSPTGGHRHFAKALRHLEGLPGYYAGLOLSATIAEYRRALEG-PGYHPRLCFASS

HHATEYGGHOEGITLFHAGHHHEAHEARHEEYHLOATGDERACLSALTL L ARALHKRHHHGSLAHRHFIKAEKYLDALPEAYAGLDL TELRADYHAARLQASDIDOARPOLORGYH

Consensus === sisssssssssss ea,.lw, . Gry. EvHEvlEe H. ,.a.Ge#Rr 1qglILLAAALH, .. ..g..g.RH1 KAe, .L.g1P.py,.Gléw, L. . #arrrlga. . s e s veenrnas
— (Gl 517278330 REF WP
Gl 481062567 GB AGKO
Gl 328450263 GB AEB1
1 Gl 55771450 DBJ BAD6 thermophilus
Gl 517272448 REF WP 2 oshimai
— Gl 218245290 GB EEDO scotoductus
S
Gl 518381188 REF WP 2 aquat;’cug
Gl 517841859 REF WP
— 10 PAM
1 10 20 30 40 L] B0 70 g0 90 94
thernophilus A?PDHEEVLELHRHERYYEVHEVLEPYHLKHTEEERRLLQEVILLHHHLHQRRLERPELRHLRKHEHRLEELPEPLHELDHRSLLQEHRRRLEA
oshinai HE¥LKEALRLHEEGRYFEYHEYLEEAHREAEGEERRFLOGLILL ARALHOKALGKTGLGHLREAEARLKGLPSPYLGYDHEALLGEARRRLGA
scotoductus HEALGEAHRLFOEGAYFEAHEALEEYHREAOGEKRRFLOGLILL ARALHOAKSGRGGLRHLKKAEGKL L GFPSPYLSLOHRPLFEEARERLGA
aquaticus HEALEAFYRHFOEGRYFEAHEYLEEAHLKAEGEERRFLOGLYLLAAALHR===GKGGYRHLRKAEAKLSGLPSPYLGLDHELLHOEARRRLGA
Consenszus .me,lee, lrlu, eGrY¥EvHEvLEe,H1kA ,GEeRRFLOGL1TLLAAALHg, .16Gr GlrHLrKAEarL ,G1PsPyfglDHr L 1gEARRRLGA

Figure 15 : Stratégie d’identification d’un repliement robuste pour la bibliotheque de protéine.

(A) Alignement des sequences issues du BLAST contre 2CWY (B). Arbre phylogénétique des protéines issues du BLAST contre
2CWY (C). Alignement des 4 protéines les plus proches phylogénétiquement de 2CWY (encadrées en violet Figure 15.B). Les

protéines sont nommeées d’apres I'organisme dont elles sont originaires

Dans un second temps, nous avons donc étudié I'impact de mutations multiples sur I'expression, la

solubilité, et la stabilité de ces architectures. En effet, la construction d’une bibliotheque aléatoire
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repose sur la création d’un grand répertoire de protéines toutes issues d’'une méme protéine matrice
sur laquelle des positions ont été choisies pour étre diversifiées. Le choix de ces positions est
déterminant puisqu’il faut un nombre suffisant de mutations pour générer une surface diversifiée
conséquente, tout en maintenant la stabilité de l'ossature protéique. Dans cette optique, les
séquences des deux pentahélines, PSH T (issue de Thermus thermophilus) et P5H O (issue de Thermus
oshimai) ont été annotées sur la base de leur structure, afin d’identifier les positions accessibles sur

leur deux « faces » (Figure 16).

P5HTwt :
mMVPDWEEVLGLWRAGRYNEVHEVLEPYMILKATGEERRLLEGVIlLABALHERRIGRPGLRNLRRAEBRLEGLPCPLMGLD
WRSLLQEARRRLGA

P5HOwt:

MEVLKEALRLWEEGRYEEVHEVLEEAWIREAEGEERRFLBGLIILABALHBKARGKTGLENLRKAERRLKGLPSPYLGVDWEA

LLGEARRRLGA
[T ] : positions accessibles de la face bi-hélicoidale

I : positions mutables de la face tri-hélicoidale

Figure 16 : Annotation des séquences wild-type des pentahélines issues de Thermus thermophilus et

Thermus oshimai

Les séquences des pentahélines issues de Thermus thermophilus et Thermus oshimai ont été annotées a l'aide de leur
structure cristallographique. Les positions surlignées en vert ont des chaines latérales exposées sur la face bi-hélicoidale, et

les positions surlignées en magenta ont des chaines latérales exposées sur la face tri-hélicoidale des P5H.

Pour rappel, I'idée était de pouvoir imaginer sur chaque ossature deux surfaces distinctes constituant
d'une part le site de fixation pour les cibles (cette surface sera diversifiée dans la bibliotheque finale)
et d'autre part un site de fixation pour le modulateur (Figure 17). Les positions surlignées en magenta
sur la Figure 16 forment une surface continue sur la face tri-hélicoidale choisie pour étre diversifiée
dans la future bibliothéque afin de créer un vaste répertoire de surfaces d’interaction pouvant
reconnaitre toute cible d’intérét. Les positions surlignées en vert correspondent aux chaines latérales
accessibles sur la face bi-hélicoidale qui pourraient constituer un site de fixation pour le modulateur.
Deux genes synthétiques ont été congus pour chacune des pentahélines. Un géne dit « wild type » :
P5H Twtl et PSH Owt, et un géne dit « mutant » : PSH Tmutl et P5H Omut. En réalité les génes wild
type different des véritables séquences wild type par quelques résidus, dans le but de rapprocher les
séquences du consensus défini a partir du BLAST, et de rajouter une tyrosine accessible sur la face bi-
hélicoidale afin d’induire un hot spot de reconnaissance (ce concept sera expliqué ultérieurement)

pour le modulateur. Il s’agissait enfin de supprimer une cystéine unique chez P5H T pour éviter la
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formation de ponts disulfures illégitimes entre protéines ou avec des composants de milieu de
production. Les geénes mutants correspondent aux genes wild type avec les 18 positions indiquées en
magenta sur la Figure 16 mutées par un méme jeu de résidus pour les deux pentahélines. Quatre génes
synthétiques ont donc été commandés : P5H Twtl, P5H Tmutl, P5H Owt, et P5SH Omut (Figure 18),
avec des sites de restrictions BamH I/Hind Il pour les insérer dans le vecteur pQE80OL. Les P5SH T
possedent la méme face bi-hélicoidale, mais une face tri-hélicoidale différente (Figure 17). Il en va de
méme pour les P5H O, et on peut noter que les faces tri-hélicoidales ont subi des mutations conduisant
a la méme surface pour les deux P5H. En revanche, il faut noter que la face bi-hélicoidale de P5H T est
différente de la face bi-hélicoidale de P5H O, ce qui est une condition nécessaire pour sélectionner des

aReps reconnaissant spécifiqguement chaque domaine afin de construire le modulateur allostérique.

Face constante _ Face constante

Face variable —— o .
— Face variable

P5H Twt + Tmut P5H Owt + O mut

Figure 17 : Superposition des P5H T et des P5H O

Les P5H sauvages ont été superposées a leur mutant. Les positions accessibles de la face bi-hélicoidale ont été colorées de la
méme couleur, et les positions accessibles de la face tri-hélicoidale ont été colorées différemment pour visualiser les 18

mutations simultanées sur les mutants.

Des tests d’expression ont été menés pour ces 4 protéines (P5H Twtl, P5H Tmut1, P5H Owt, et P5H
Omut), dans des souches d’E.coli M15 a 30°C et 37°C (résultats non montrés). Ces tests ont révélé une
surexpression dans la fraction soluble pour P5H Owt et PSH Omut. En revanche, P5H Twtl s’exprimait
dans la fraction insoluble, de méme que P5H Tmutl. La séquence codant pour les P5H T a donc été
modifiée pour améliorer la stabilité du repliement. Ces modifications ont été congues en s’aidant de
la version Standalone du logiciel Foldit, une version trés intuitive d’un logiciel de manipulation des
structures. Foldit est un logiciel de visualisation et de manipulation des structures initialement
développé comme un outil de science participative sous forme de jeu vidéo (Koepnick, B. et al., 2019).
Ce logiciel est dérivé de la suite Rosetta développée dans le groupe de David Baker pour réaliser de la
prédiction de structure ou du design de protéines (Rocklin, G. J. et al., 2017). Ces modifications ont
globalement consisté a remplacer des résidus hydrophobes exposés au solvant par des résidus

hydrophiles. Les protéines ainsi modifiées sont présentées Figure 18 sous les noms « P5H Twt 2 » et
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« P5H Tmut 2 ». Ces protéines se sont bien surexprimées dans les fractions solubles des lysats d’'E.coli

M15 a 30°Ceta 37°C.

P5H Twt1:
myPDWEEVEALWRAGRYNEVHEYLEPYWILKATGEERRFLBGLILABALAGRRIGRPGLRNLREAEBRLEGLPSPY
LGVDWRSLLAEARYRLGA
P5H Twt 2:
MVPDWEEVEALWRAGRYNEVEEVLEPYMILKATGEERRLLEGVIlLABALBHBRREGRPGLRNLREAERRLEGLPNPL
MGLDWRSLLQEARYRLGA
PS5HTmut1:
MVPDWEEVEALWRAGRYREVEBAYLRPYBEKATGEERRF LG LML ARA LRSRREGHPGLEELRRAE@NLEGLPSPYL
LGVDWRSLLAEARYRLGA
P5H Tmut 2 :
MVPDWEEVEALWRAGRYREVEAVLRPYBEKATGEERRLLEGVIMILARALKYRREGEPGLIELRRAE@NLEGLPNPL
MGLDWRSLLQEARVRLGA
P5H Owt :
MEeVLKEALRLWNEGRYNEVEEY LB AWILKATGEERRFLBGLIBLABALHBKAIGRTGLRNLREAEBRLKGLPSPYLG
VDWEALLAEARRRLGA
P5H Omut:
MEeVLKEALRLWNEGRYRE VAV LREABEKATGEERRF LG LINLARA KN K ABGETGLEEL RRAE@NLKGLPSPYLGY
DWEALLAEARRRLGA

ek positions accessibles de la face bi-hélicoidale

B positions mutables de la face tri-hélicoidale

Figure 18 : Séquences peptidiques des pentahélines matrices

Les séquences ci-dessus correspondent aux séquences peptidiques des pentahélines de départ. Les deux P5SH T (P5H Twtl et
P5H Tmutl) ont été modifiées car elles s’exprimaient principalement en corps d’inclusion (voir ci-dessous) et leur production
a donc di étre optimisée pour augmenter leur solubilité. Les séquences ainsi modifiées ont été renommées P5H Twt 2 et P5SH

Tmut 2. Les génes de ces séquences ont été insérés dans un vecteur pQESOL grace a des sites de restriction BamH I/Hind Ill.

Ces expériences préliminaires ont apporté des éléments de réponse importants pour la suite du projet.
En effet, les PSH mutées simultanément sur 18 positions (sur un total de 92-93 résidus) sont
correctement surexprimées dans les fractions solubles. Cela montre la tolérance aux mutations de ce
repliement, ce qui est indispensable puisque ces positions exposées sur la face tri-hélicoidale seront
mutées aléatoirement dans la future bibliothéque. De plus, les 4 P5H se sont produites efficacement

(20 a 50 mg/litre de culture bactérienne).
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Des expériences supplémentaires ont été menées afin d’étudier la stabilité thermique des 4 P5H. Ces
données de dénaturation thermique obtenues en thermofluor ont montré un T, température a
laquelle la moitié des protéines sont dénaturées, autour de 92°C pour les P5H T et non déterminé pour
les P5H O. Ces derniéres ne présentant pas de transition correspondant a une dénaturation jusqu’a
95°C, seraient peut-étre encore plus stables que les P5H T. Des données de SEC-MALS ont indiqué des
masses moléculaires observées tres proches des masses moléculaires attendues (autour de 12 kDa)
pour les 4 pentahélines.

Ces données préliminaires confirment la stabilité des P5H et valident le choix de cette architecture

comme base d’une future bibliotheque de protéines artificielle bi-domaines.
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Il. Production des P5H et caractérisation de leurs

3 V4

propriétés de stabilité

A. Production et purification des P5H

Les 4 pentahélines ont été produites dans des souches d’E. coli Gold et purifiées sur résine Ni-NTA puis
par chromatographie d’exclusion stérique (matériel et méthode). Les protéines ont été correctement
surexprimées (plusieurs milligrammes par litre de culture), et leur pureté a été vérifiée sur gel de
polyacrylamide (Figure 19). Ces protéines ont ensuite été utilisées pour des expériences visant a

étudier leurs propriétés biophysiques, notamment leur stabilité.

Omut Owt MM Tmut Twt

L—h €15kDa

Figure 19 : profil de migration des 4 pentahélines sur gel d’acrylamide

Electrophorése sur gel de polyacrylamide des 4 pentahélines et de deux protéines non pertinentes pour le projet (puits 1 et

7).
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B. Propriétés biophysiques des P5H

Afin de s’assurer du bon repliement et de I'état d’oligomérisation des pentahélines produites, des
expériences de SEC-MALS et de dichroisme circulaire ont été réalisées.

Pour le SEC-MALS, il est nécessaire de concentrer les pentahélines a 2 mg/mL. Ces concentrations ont
été atteintes pour toutes les pentahélines, hormis la P5H Twt qui n’a pas pu étre concentrée a plus de
0.6 mg/mL. 200 pL de chaque P5H ont ensuite été analysés par SEC-MALS. Les résultats obtenus
(Tableau 1) ont montré que les quatre P5H sont monomériques, et ont la masse molaire attendue.
Pour les deux P5H O, un rayon hydrodynamique a pu étre calculé (2.1 nm £ 0.2 nm pour P5H Owt et
1.8 nm £ 0.2 nm pour P5H Omut). Ce rayon est en accord avec la distance calculée dans pymol entre
deux résidus opposés sur la structure (2.19 nm ; résultats non montrés). Tous ces résultats tendent a

montrer que les P5H sont des monomeres solubles et correctement repliés.

Protéine Masse molaire théorique (kDa) | Masse molaire observée (kDa)
P5H Twt 14.9 149+5.7
P5H Tmut 14.9 15.5+4.3
P5H Owt 14.7 14.6+2.6
P5H Omut 14.6 15.2+0.6

Tableau 1 : Comparaison des masses molaires obtenues par SEC-MALS avec les masses molaires

théoriques

Des expériences de dichroisme circulaire ont alors été réalisées pour étudier la stabilité des quatre
pentahélines. En effet, il est crucial que I'architecture servant de base a une bibliotheque de protéines
soit la plus stable possible, car les mutations aléatoires introduites pour créer la surface hypervariable
d’interaction ont une probabilité non nulle d’étre déstabilisantes pour I'ossature protéique.

Pour les 4 protéines, les spectres dichroiques obtenus sont caractéristiques de structures secondaires
en hélices a, et leur superposition montre que les 4 P5H ont des structures secondaires similaires

(Figure 20.A).
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Figure 20 : Dichroisme circulaire réalisé sur les 4 pentahélines.

(A) : Superposition des spectres dichroiques des différentes pentahélines. (B) : Courbe de dénaturation chimique suivie par
dichroisme circulaire a 222 nm. Une gamme de chlorure de guanidinium a été réalisée sur 3 des 4 pentahélines concentrées

a 10 uM. Cette gamme n’a pas pu étre réalisée sur P5H Twt en raison de sa trop faible concentration de départ.

Une gamme de chlorure de guanidinium (agent dénaturant des protéines) a ensuite été réalisée sur 3
des 4 pentahélines concentrées a 10 uM finale, afin d’étudier leur stabilité. La P5H Twt n’était pas
disponible dans des quantités suffisantes pour réaliser une gamme en présence de chlorure de
guanidinium (GdmCl). Le Ag/résidu a 222 nm (Figure 20.B), caractéristique des hélices a, permet de
suivre la dénaturation des P5H en fonction de la concentration en GdmCI. Bien que le plateau de

dénaturation ne soit pas tout a fait atteint, on peut constater que la concentration en agent dénaturant

76



nécessaire pour dénaturer 50% de la protéine (Cm) est supérieure a 5 M de GdmClI, ce qui rend compte
d’une tres grande stabilité des 3 pentahélines testées.

L’'ensemble des données collectées montre que les 4 pentahélines sont solubles, correctement repliées
en hélices a, et monomériques. Les données de dichroisme circulaire montrent également une grande
stabilité pour 3 des pentahélines. Pour atteindre le « plateau de dénaturation » des P5H par dichroisme
circulaire, il faudrait réaliser une dénaturation thermique en présence de GdmClI, car la gamme de
GdmCl seule n’a pas permis d’atteindre ce plateau.

Ces expériences ont montrées que les P5H étaient une bonne architecture de départ. En effet, bien
que 18 positions sur 95 aient été mutées, cela n’a pas destabilisé I'architecture qui devrait donc étre

compatible avec la diversification requise pour créer une bibliotheque de protéines.

77



Il. Ingénierie des bi-domaines P5H

A. Conception des linker

Ces premiers résultats ont permis de valider I'architecture protéique choisie pour réaliser la
bibliothéque, puisqu’elle est stable et se produit correctement dans des souches d’E. coli.

Pour mener a bien le projet, il est nécessaire d’avoir des protéines bi-domaines. En effet, le fait d’avoir
une bibliotheque d’interacteurs bi-domaines présente plusieurs avantages.

D’une part, la stratégie que I'on souhaite développer pour décrocher les interacteurs de leur cible
nécessite d’avoir des interacteurs bi-domaines, dont chacun des deux domaines contribue a I'énergie
de liaison avec la cible. Ainsi, leur interaction avec le modulateur devrait, en décrochant un des deux
domaines, diminuer I'énergie de liaison suffisamment pour que la constante de dissociation K4 de
I'interaction augmente et conduise I'interacteur a se décrocher de sa cible.

D’autre part, un interacteur bi-domaines a une affinité apparente plus forte pour sa cible grace au
phénoméne d’avidité. En effet, il faut que les deux domaines d’un interacteur bi-domaines se
décrochent simultanément pour qu’il y ait dissociation entre I'interacteur et sa cible. Or, la fixation
d’un des deux domaines entraine une augmentation de la concentration effective de I'autre domaine
localement et favorise son interaction avec la cible. Il est donc plus difficile de décrocher un interacteur
possédant plusieurs sites de fixations sur une cible qu’un interacteur ne possédant qu’un seul site de
fixation. De plus, en fonction de la nature du lien peptidique entre les deux domaines, il est possible
de donner plus ou moins de flexibilité a I'architecture protéique afin de lui permettre « d’explorer »
un plus grand espace des conformations. Si les surfaces d’interaction sur chacun des domaines
parviennent a interagir simultanément avec une méme cible, une telle bibliothéque de protéines
pourrait donner des interacteurs possédant une meilleure affinité qu’une bibliotheque mono-
domaine.

L'objectif est donc de générer les P5H bi-domaines (bi-P5H) en décidant d’un protocole d’assemblage
de la bibliothéque qu’il faudra tester. Comme discuté précédemment, le choix du lien entre les deux
P5H aura une incidence directe sur les propriétés physiques des protéines de la bibliotheque. Dans
notre cas, nous avons choisi un lien peptidique semi-flexible, car nous voulions de la flexibilité pour
permettre aux deux domaines d’explorer un espace des conformations diversifié. Cependant, nous
voulions également garder une certaine distance entre les deux domaines pour éviter que les épitopes
reconnus soient trop proches spatialement, et que la fixation du modulateur n’entraine pas de

décrochage de l'interacteur.
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C’est dans cette optique que j’ai congu un premier connecteur peptidique de 14 acides aminés (Figure
21), en me basant sur les travaux de George et Heringa (George, R. A. & Heringa, J., 2002). Ces travaux
regroupent des données statistiques sur les propensions de chaque acide aminé a étre dans un
connecteur de type boucle, hélice, ou brin béta. La séquence du premier connecteur contient deux
prolines, avec pour objectif de rigidifier le connecteur peptidique, et de défavoriser la formation de
structures secondaires. Le résidu en N-ter de chaque proline a une grande importance car il influe sur
la conformation de la proline. En effet, la proline peut prendre une conformation cis ou trans, et selon
sa conformation, son réle dans le connecteur sera tres différent. Une cis-proline provoquerait un virage
a 180° dans la chaine polypeptidique et rapprocherait les deux domaines, ce qui va a I'’encontre de
notre objectif. L'idée est donc de choisir des résidus en N-ter de chaque proline qui tendent a favoriser
au maximum leur conformation trans. Pour cela, je me suis servi des données présentées dans 'article
de George et Heringa, et j'ai con¢u deux connecteurs peptidiques : un de 12 acides aminés et 'autre

de 28 acides aminés (Figure 21).

P5 H Connecteur peptidique version 1
AN

GSTPKAGPSTGA (.

P5 H Connecteur peptidique version 2

GSTPKADNPTSGQPQRTPPADKTPSTGA

Figure 21 : Séquences des connecteurs peptidiques utilisés dans la bibliotheque de bi-P5H.

Les bi-P5H ainsi congues ont été testées pour leur expression et leur production dans des souches
adéquates, afin de vérifier que la fusion des deux P5H n’avait pas d’effets déléteres sur leur production

et leur stabilité.
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B. Test expression / Production bi-P5H

L'objectif est de vérifier la production soluble des bi-P5H par les bactéries. Pour cela, des tests
d’expression ont été réalisés, sur Twt-Owt dans un premier temps. Un test d’expression consiste a
produire la protéine d’intérét dans différentes conditions pour cribler la condition dans laquelle la
protéine est la plus surexprimée de facon soluble. Dans notre cas, nous avons décidé de tester
différentes souches d’E.coli : Gold, M15, et Rosetta, et différentes températures. Les photos des gels

sont présentées ci-dessous (Figure 22).
28°C 22°C
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Figure 22 : Tests d’expression de la bi-P5H Twt-Owt dans Gold, Rosetta, ou M15 a différentes

températures.

Des tests d’expression ont été réalisés sur la bi-P5H Twt-Owt afin de déterminer la condition permettant d’obtenir le plus de
protéine soluble. Pour cela, différentes souches d’E.coli ont été utilisées pour produire la protéine Twt-Owt. Les cultures ont
été lysées, et une partie de ces lysats correspondant aux extraits totaux (ET) ont été déposés sur gel. Le reste des lysats a été
centrifugé pour séparer les fragments de membranes et les agrégats de la fraction soluble (FS). L'objectif d'un test
d’expression est donc de trouver la condition dans laquelle la fraction soluble contient le plus de protéine d’intérét. Ici, la

souche Rosetta a 37°C est celle qui permet d’obtenir le plus de Twt-Owt soluble.

La souche Rosetta a été retenue car I'expression de la bi-P5H (indiquée par la fleche jaune) y est soluble
(taille attendue : 23.6 kDa). A 37°C, le niveau de production est satisfaisant. La souche Gold est celle
qui surexprime le plus la bi-P5H mais son expression se fait majoritairement en corps d’inclusion.

Ces expériences permettent de montrer que Twt-Owt se produit bien de fagon soluble dans les

bactéries. La prochaine étape consiste donc a la produire et a la purifier.
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La protéine Twt-Owt a donc été produite et purifiée sur colonne Ni-NTA puis par chromatographie

d’exclusion de taille (Figure 23).
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Figure 23 : Profil d’élution de la bi-P5H Twt-Owt par chromatographie d’exclusion de taille.

La protéine Twt-Owt a été produite et purifée par chromatographie d’affinité sur une colonne Ni-NTA. Les fractions les plus
concentrées de cette premiere étape de purification ont été purifiées par chromatographie d’exclusion stérique dans un

tampon Tris 20 mM NaCl 150 mM a un pH de 7.5.

La Figure 23 montre que le profil d’élution atypique de Twt-Owt, tres étiré, avec un pic principal sortant
en méme temps que I'imidazole (dont I’élution est indiquée par la courbe orange qui représente la
conductivité de I'éluat). Différentes fractions d’élution ont été déposées sur gel afin de vérifier leur

composition (Figure 24).
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Figure 24 : Contrdle de la chromatographie d’exclusion de taille de Twt-Owt

Différentes fractions d’élutions de la chromatographie d’exclusion de taille présentée Figure 23 ont été déposés sur gel
afin d’en controler le contenu. On remarque que le profil trés étendu correspond bien au bi-domaine qui semble assez

pur dans toutes les fractions déposées.

La Figure 24 montre que la protéine est pure dans toutes les fractions d’élution. Le profil d’élution
représenté Figure 23 correspond donc bien a celui de la bi-P5H Twt-Owt. Cependant, I'allure du profil
d’élution est anormale et 'hypothése est que cette protéine est retenue par la résine au cours de
I’élution. Plusieurs hypotheses peuvent étre émises pour I'expliquer, comme la rétention de la protéine
sur la résine composant la colonne. Pour tester ces différentes hypothéses, la méme purification a été
réalisée dans plusieurs tampons afin d’obtenir le pic le plus étroit et symétrique possible a I'issue de la
chromatographie d’exclusion stérique.

Dans cette optique, différentes compositions de tampon ont été testées pour optimiser la purification,
a la fois au niveau de la séparation sur la colonne Ni-NTA et au niveau de la séparation par
chromatographie d’exclusion stérique. Les différents tampons testés contenaient des concentrations
croissantes de sels, dans le but d’inhiber d’éventuelles interactions de type électrostatique avec la
matrice des colonnes, ainsi que du glycérol. L’ajout de glycérol dans le tampon doit permettre de
masquer d’éventuelles régions hydrophobes exposées de la protéine, grace aux propriétés
amphiphiles du glycérol qui ont été discutées avant. La résine superdex est composée de dextran, un
polysaccharide dérivé du glucose, sur lequel est fixé covalemment de I'agarose, un autre
polysaccharide.

Les profils d’élution de différentes chromatographies d’exclusion stérique sont représentés Figure 25.
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Figure 25 : Optimisation de la purification de la bi-P5H Twt-Owt par

chromatographie d’exclusion de taille.

La bi-P5H Twt-Owt issue de la purification sur colonne Ni-NTA dans différents tampons a été injectée sur une colonne s75
16/600. Ces tampons contenaient 300 mM d’imidazole, 50 mM de phosphate, mais variaient au niveau de la concentration
ensels : (A) 1 M NacCl (B) 2 M NaCl (C) 1 M NaCl + 5 % glycérol. Les purifications par chromatographie d’exclusion stérique ont
été réalisées dans un tampon 20 mM Tris 150 mM NaCl (A et B) ou dans un tampon 20 mM Tris 300 mM NaCl 5% glycérol
(C).

On peut voir que selon le tampon dans lequel était stockée la protéine avant la chromatographie
d’exclusion stérique, le volume d’élution change. Plus la concentration en sels est élevée avant la SEC,
plus le volume d’élution est faible (courbe rouge Figure 25). Cette expérience suggere que la protéine
interagit avec la résine, probablement par des interactions de type électrostatiques et que ces
interactions peuvent étre inhibées par I'augmentation de la force ionique du tampon. Afin d’obtenir
un profil plus fin, une nouvelle purification a été réalisée, en augmentant la concentration de NacCl

dans le tampon d’élution de la SEC et en y ajoutant du glycérol (courbe violette Figure 25).
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Les changements apportés au tampon d’élution de la SEC ont dissocié I’élution de la protéine de celle
de l'imidazole, et le profil d’élution obtenu est bien plus resserré autour de son maximum
d’absorbance a 280 nm. Cela semble donc confirmer I’'hypothese selon laquelle la protéine interagit
avec la résine superdex par des interactions de type électrostatique.

Les deux bi-P5H test (Twt-Owt et Owt-Twt) ont pu étre produites et purifiées de fagon efficace grace
a ce protocole optimisé, qui consiste a réaliser la purification par Ni-NTA dans un tampon contenant 1
M NaCl et 5% glycérol, et la SEC dans un tampon contenant 300 mM NacCl et 5% glycérol. Une autre
particularité des P5H observée lors de ces expériences avec les mono-domaines comme les bi-
domaines, est leur tendance a précipiter au froid. Cette précipitation est cependant réversible en

guelgques minutes a température ambiante.
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C. Test d’exposition sur phages des bi-P5H

Lors des sélections par phage display, les variants de la bibliothéque sont exposés a la surface de
phages filamenteux M13. Pour cela, les génes codant pour les protéines de la bibliothéque sont
fusionnés par leur extrémité C-terminale a une protéine de la capside du phage, la protéine plll (Figure
26). De cette facon, chaque variant de la bibliotheque est exposé a la surface des phages, ce qui permet

par exemple de les présenter a des cibles d’intérét en vue de réaliser les sélections d’interacteurs.

plll

/

=

Figure 26 : représentation d’un phage exposant une protéine via la protéine plll

La premiére étape est donc de vérifier si les bi-P5H sont efficacement exposées a la surface des phages
M13. C'est dans cette optique que des tests d’exposition sur phage ont été réalisés. Un test
d’exposition sur phage consiste a évaluer la proportion des phages de la bibliotheque exposant la
protéine d’intérét. Le taux d’exposition sur phages est en effet un paramétre trés important pour le
processus de sélection par phage display. Si les phages exposent trop peu la protéine d’intérét, la
sélection risque d’échouer car pas assez de variants de la bibliotheque auront été mis en contact de la
cible. A 'inverse, si les phages exposent plus qu’une protéine, le phénomeéne d’avidité généré par cette
exposition multiple risque d’entrainer la sélection d’interacteurs peu affins pour la cible. Pour éviter
ce probléme, on souhaite généralement obtenir un taux d’exposition compris entre 1% et 0.001%, soit
un variant exposé pour 10% & 10° phages. Ces tests ont été réalisés de deux facons : par ELISA sur
plaque, ou par comptage de bactéries sur boites.

Le test d’exposition par ELISA sur plaque repose sur le méme principe qu’un test ELISA (Figure 27). Les
puits sont recouverts par un anticorps capable de capturer les phages exposants les protéines d’intérét
étiquetées par une séquence reconnue par I'anticorps (ici via un tag d’affinité de type FLAG ou HA). La
capture est alors vérifiée par la détection des phages M13 dans les puits grace a un anticorps anti-

phages M13 couplée a une peroxydase (Figure 27).
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Figure 27 : Principe d’un phage ELISA clonal

Dans cette expérience, les phages exposent un variant de la bibliotheque qui posséde un tag d’affinité. Des puits sont
recouverts avec un anticorps spécifique de ce tag d’affinité, qui sont alors capables de capturer les phages si ces derniers
exposent un variant de la bibliotheque. La présence de phages au fond des puits est vérifiée par ajout d’un anticorps
spécifique de I'autre extrémité des phages. Ce deuxieme anticorps est couplé a une peroxydase, ce qui permet de révéler par
une mesure d’absorbance la présence de I'anticorps (et donc du phage) par ajout de Blue POD, le substrat coloré de la

peroxydase.

Dans notre cas, nous avons voulu comparer I'efficacité de capture par les anticorps anti-FLAG-tag par
rapport a la capture par les anticorps anti-HA-tag. En effet, les bibliothéques déja développées par le
laboratoire présentent un tag d’affinité de type FLAG. Nous avons cherché a savoir si I’affinité entre
I"anticorps anti-FLAG-tag et le FLAG-tag était suffisante pour que les tests d’expression rendent compte
du taux d’exposition réel des variants de la bibliotheque a la surface des phages. En effet, si I'affinité
entre I'anticorps anti-tag et le tag est trop faible, des phages exposant la protéine d’intérét pourraient
ne pas étre capturés, et donc ne pas étre pris en compte dans le calcul du taux d’exposition. Dans la
littérature (Ranawakage, D. C. et al., 2019), nous avons vu qu’un anticorps commercial qui reconnait
le HA-tag posséde une meilleure affinité pour son tag que plusieurs anticorps anti-FLAG-tag. Afin de
comparer l'efficacité de capture avec les deux tags, des phages exposants une bi-P5H (Twt-Owt)
précédée soit d’'un FLAG-tag, soit d’un HA-tag ont été produits. Des phages exposant I'aRep A8 (une

des aReps sélectionnées contre P5H T) précédée d’un FLAG-tag ont également été produits pour servir
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de contréle, puisque le taux d’exposition des aReps est connu. Les résultats de ces tests d’exposition

sont présentés Figure 28.
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Figure 28 : Test d’exposition sur phages de la bi-P5H Twt-Owt par ELISA

On peut voir Figure 28 que deux fois plus de phages exposant la bi-P5H Twt-Owt sont capturés lorsque
celle-ci présente un a la place d’un . Cette expérience montre donc que le HA-tag est
préférable au FLAG-tag pour évaluer la quantité de phages exposants les variants de la bibliothéque,
puisqu’il rendra mieux compte du nombre de phages qui présentent un variant a leur surface.

Parallelement, des tests d’exposition sur phages par comptage de bactéries sur boites ont été réalisés.
Ce deuxiéeme type de test d’exposition permet d’avoir accés au nombre de phages déposés dans
chaque puit et au nombre de phages capturés, ce qui permet de calculer un taux d’exposition. En effet,
au lieu de révéler la présence des phages avec un anticorps anti-phages M13, les phages capturés ont
été élués et différentes dilutions de ces éluats ont servi a infecter des bactéries. Les bactéries infectées
ont été mises en culture sur milieu solide en présence d’un antibiotique dont la résistance est portée
par le phagemide. En comptant le nombre de colonies sur chaque boite, il est donc possible de
connaitre le nombre de phages présents dans chaque éluat, puisqu’en théorie une bactérie ne peut

étre infectée que par un phage. Les résultats de ce test sont présentés ci-dessous (Tableau 2).
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10" 10° 10° 10°® 10°

Input FLAG-A8 22
npY 218

Input FLAG-Twt-Owt 140 13

Input HA-Twt-Owt 161 16

Output FLAG-A8

>10° >10° 224
Output FLAG-Twt-Owt
796 49 3
Output HA-Twt-Owt
tapis tapis >10°

Tableau 2 : Test d’exposition sur phages de la bi-P5H Twt-Owt par infection de bactéries

Ce deuxieme test d’exposition a permis de confirmer que le HA-tag était plus efficace pour la capture
des phages que le FLAG-tag. En effet, les bactéries ne sont pas dénombrables (>103) car trop
nombreuses, lorsqu’elles ont été infectées par les phages exposant la bi-P5H Twt-Owt précédée d’un
HA-tag. En revanche, on peut compter les bactéries infectées par des phages exposant la méme bi-P5H
précédée d’un FLAG-tag, soit environ 8000 bactéries infectées par des phages pour 1.4 x 10%° phages
mis en contact de la culture bactérienne.

Le taux d’exposition a été calculé a partir des comptages sur boites selon la formule Output/Input x100.
FLAG-AS : Output/Input x 100 = 1.02 x 107 soit un phage exposant pour 100000 phages

FLAG-TO : 5.7 x 10 soit un phage exposant pour 570000 phages

HA-TO : Plus que FLAG-A8 mais impossibilité de compter les bactéries.

Ce test d’exposition a permis de montrer que peu importe le tag d’affinité, la bi-P5H est bien exposée
a la surface des phages. On parvient donc a exposer correctement une protéine bi-domaine qui
contient un linker flexible, malgré la complexité que cela apporte par rapport a une protéine mono-
domaine. De plus, cette expérience permet également de vérifier que la protéine exposée est entiere
(du N-ter au C-ter). En effet, la protéine est exposée a la surface des phages par son c6té C-ter, qui est
fusionné a la protéine P3. Comme elle est capturée par son tag qui est localisé en N-ter de sa séquence,
les phages capturés exposent nécessairement des protéines entieres. Nous avons choisi d’utiliser le
HA-tag pour la bibliothéque de bi-P5H puisqu’il rend mieux compte du nombre de phages exposants

les P5H.
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IV. Stratégie d’assemblage de la bibliotheque

L'architecture choisie au départ s’est avérée compatible avec 'ensemble des criteres préliminaires
essentiels a la création d’une bibliotheque. En effet, nous avons vérifié la surexpression des bi-P5H,
leur solubilité, et leur exposition sur phages. La suite du projet a donc consisté a créer une bibliotheque
de bi-P5H compatible avec le phage display. Pour créer une bibliothéque de protéines, la premiere
étape consiste a choisir une ossature protéique, et des positions a diversifier pour créer la surface
hypervariable d’interaction. Nous avons montré que les pentahélines possédaient toutes les qualités
requises pour créer une telle bibliotheque, étant donné leur stabilité ainsi que leur tolérance aux
mutations. L'étape suivante est alors de choisir la fréquence souhaitée pour chaque acide aminé a
chaque position diversifiée. La séquence nucléotidique codant pour les variants est découpée en
plusieurs oligonucléotides, dont certains sont dégénérés afin de coder pour les positions
hypervariables. Ces oligonucléotides doivent alors étre assemblés pour reconstituer une séquence
codant pour une protéine entiere. Une fois la séquence compléte reconstituée, une étape
d’amplification est souhaitable pour s’assurer qu’on dispose d’assez de matériel pour les étapes
suivantes. Il est ensuite nécessaire d’insérer les genes codants pour les variants de la bibliotheque dans
le phagemide (pour les bibliotheques compatibles avec le phage display), le vecteur qui permet
d’exprimer les protéines de la bibliotheque en fusion avec la protéine plll du phage M13. La derniere
étape consiste alors a transformer le plus grand nombre de bactéries possibles avec les phagemides
codants pour les variants de la bibliotheque, dans le but d’obtenir la bibliotheque sous forme de
bactéries infectées par des phages exposants chaque variant de la bibliotheque. Ces différentes étapes

sont synthétisées Figure 29.
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Figure 29 : schéma de la stratégie d’assemblage des oligonucléotides codants pour les variants de la
bibliotheque.

Les oligonucléotides codants pour une bi-P5H entiére sont assemblés grace a la complémentarité des bases entre les brins
sens et anti-sens (A). Une étape de ligation permet d’obtenir des cercles d’ADN double brins qui contiennent la séquence des
variants bi-P5H de la bibliotheque (B). Ces cercles sont ensuite amplifiés par RCA (C), et digérés par I'enzyme Bsa |I.
Simultanément, le vecteur accepteur de la bibliothéque est également digéré par Bsa I. Les inserts et le vecteur digéré
possédent des extrémités complémentaires, ce qui permet I'insertion des séquences codants pour les bi-P5H dans le vecteur
accepteur (phagemide)(D). Une étape de ligation permet d’obtenir les inserts correctement insérés dans le phagemide en

vue de transformer des bactéries pour constituer la bibliotheque.
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A. Diversification des bi-P5H

Les positions sélectionnées pour étre diversifiées et ainsi former une surface hypervariable
d’interaction sont presque toutes les positions présentées initialement Figure 13 pour chacun des
domaines. Deux positions ont été retirées des positions diversifiées pour des raisons qui seront
expliquées dans la sous-partie suivante. |l reste 16 positions diversifiées par domaine, soit 32 positions
diversifiées dans la bibliotheque de bi-P5H et pour lesquelles il a fallu choisir la distribution en acides
aminés. Notre choix s’est porté sur une répartition équivalente aux résidus qu’on retrouve sur les faces
accessibles des hélices a (Guellouz, A. et al., 2013), en excluant prolines et cystéines et en augmentant
la représentation des tyrosines. Les prolines ont été exclues pour éviter de casser la structure des

hélices a, et les cystéines ont été exclues pour éviter la formation de ponts disulfures. Les tyrosines
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ont été surreprésentées car elles sont régulierement impliquées dans les interactions et font figure de

hot spots d’interaction (cf. Introduction). On obtient donc la répartition présentée Tableau 3.

A [Ala 12.0%
C |Cys

D |Asp |4.0%
E [Glu |12.0%
F [Phe |3.0%
G |Gly [4.0%
H [His 2.0%
I |[lle 2.0%
K |Lys 8.0%
L [Leu |5.0%
M [Met |3.0%
N [Asn |4.0%
P |Pro

Q |GIn  |7.0%
R |Arg ]9.0%
S |Ser 7.0%
T [Thr |2.0%
V |Vval 2.0%
W |Trp |4.0%
Y [Tyr 10%
S 100%
u

M

Tableau 3 : Fréquences des acides aminés a chaque position diversifiée de la bibliothéque de bi-P5H

Ce tableau représente la proportion souhaitée pour chaque acide aminé a chaque position diversifiée dans la bibliotheque

de bi-P5H.

La stratégie employée a été d’assembler des oligonucléotides dégénérés porteurs des mutations, afin

d’obtenir directement les genes codants pour chaque variant, en misant sur I'appariement aléatoire

de ces oligonucléotides.
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B. Assemblage des oligonucléotides dégénérés

Les oligonucléotides porteurs des mutations ont été générés grace a la technologie des TRIMers
(Yagodkin, A. et al., 2007). La synthese des oligonucléotides est arrétée a chaque position qu’on
souhaite diversifier. Le mélange réactionnel est alors mis en présence d’'un ensemble de codons
codants pour les 18 acides aminés désirés et dans les proportions souhaitées (Tableau 3). Cette

méthode permet donc d’insérer de facon aléatoire les résidus qu’on souhaite, dans des proportions

controlées. Les oligonucléotides ont été congus selon le schéma présenté Figure 30.

Oligonucléotides sens
Séquence codante
Séquence en acides aminés
Séquence non codante
Oligonucléotides anti-sens

FOR2Z
TTA TCT GGT CTC A GCG AGT TAT CCA TAT GAT GTT CCA GAT TAT GCT GAA GAC TCC GTT CCC GAT TGG GAA GAG GTA CTA GCT TTA TGG CGT GCG GGT CGC TAT
A S Y P Y D vV P D Y A E D 5 v P D W E E VoL A L W R A G R Y
AAT AGA CCA GAG T CGC TCA ATA GGT ATA CTA CAA GGT CTA ATA CGA CTT CTG AGG CAA GGG CTA ACC CTT CTC CAT GAT CGA AAT ACC GCA CGC CCA GCG ATA

REV 13 REV 1
FOR3 FOR4
XXX GAA GTT XXX XXX GTG CTG XXX CCG TAT XXX XXX AAG GCC ACG GGT GAA GAG CGC CGG CTT CTC XXX GGT GTA ATT XXX CTG GCG XXX GCC CTG XXX XXX CGT
X E v X X V' L X Py X X K A T G E E R R L L X G v ol X L A X A L X X R
TIC CGG TGC CCA CTT CTC GCG GCC GAA GAG GCA
REV 3
FORS

CGC TTG GGG CGC CCA GGC CTC XXX XXX TTA CGC XXX GCG GAA XXX XXX CTG GAA GGC TTA CCA AAT CCG CTT ATG GGT CTG GAT TGG CGC AGC CTG CTT CAG GAA GCC
R L G R P G L X X L R X A E X X L E G L P N P L M G L D W R s L L Q E A

GCG AAC CCC GCA GGT CCC GAG GAC CTT CCG AAT GGT TTA GGC GAA TAC CCA GAC CTA ACC GCG TCG GAC GAA GTC CTT CGG
REV 4 REV 5

CGT TAT CGC CTG GGC GCA GCG TCT TCC GGA TCT ACA CCT AAA GCG GAT AAC CCA ACT AGC GGC CAG CCG CAA CGT ACG CCA CCG GCG GAT AAA ACC CCG TCC ACG GGG
R Y R L G A A s S G S T P K A D N P T s G Q P Q R T P =] A D K T P s T G
GCA ATA GCG GAC CCG CGT CGC AGA AGG CCT AGA TGT GGA TITT CGC CTA TIG GGT TGA TCG CCG GTC GGC GTT GCA TGC GGT GGC CGC CTA TIT TGG GGC AGG TGC CCC
nev Revs
GCT TCG GAG GTA CTA AAG GAA GCT CTA AGG CTT TGG TAC GAA GGC CGT TAC XXX GAA GTT XXX XXX GTG CTG XXX GAG GCG XXX XXX AAA GCA ACT GGC GAG GAA CGT

A s E \" L K E A L R L WY E G R Y X E \' X X Vv L X E A X X K A T G E E R

CGA AGC CTC CAT GAT TTC CTT CGA GAT TCC GAA ACC ATG CTT CCG GCA ATG TIT CGT TGA CCG CTC CTT GCA
Rev o
FOR11 FOR12

CGC TTC TTA XXX GGT CTG ATT XXX CTG GCA XXX GCG CTG XXX XXX AAG GCG CTG GGC CGT ACG GGT CTG XXX XXX TTA CGC XXX GCG GAA XXX XXX CTC AAG GGG CTG
R F L X G L 1 X L A X A L X X K A L G R T G L X X L R X A E X X L K G

GCG AAG AAT TTC CGC GAC CCG GCA TGC CCA GAC GAG TTC CCC GAC

REV 11
FOR13

CCG TCT CCA TAT TTA GGC GTT GAC TGG GAA GCG CTT TTA GCA GAG GCA CGC CGT CGG CTT GGT GCC GGC TGG AGA CCC TGT

P S P Y L G v D W E A L L A E A R R R L G A G W R P C

GGC AGA GGT ATA AAT CCG CAA CTG ACC CTT CGC GAA AAT CGT CTC CGT GCG GCA GCC GAA CCA CGG CCG ACC TCT GGG ACA
REV12 REV 13

Figure 30 : Conception des oligonucléotides a assembler pour créer la bibliothéque de bi-P5H

Schéma des oligonucléotides a assembler pour créer la bibliothéque de bi-P5H et leur séquence correspondante. Les sites de
coupure aux enzymes de restriction Bsa | (5’-GGTCTC-3’) et Bbs | (5'-GAAGAC-3’) sont représentés en gras, et les extrémités
générées par la coupure par 'une ou I'autre enzyme sont représentées en bleu (Bsa |) ou en vert (Bbs I). Les positions
diversifiées sont marquées par un codon XXX ou un acide aminé X, et les positions non diversifiées par rapport aux mutants

de départ (P5H Tmut et PSH Omut) sont représentées en rouge.

La stratégie employée a été d’assembler les oligonucléotides du brin sens avec les oligonucléotides
complémentaires du brin anti-sens. Trois oligonucléotides portent les mutations pour chaque
domaine : les oligonucléotides notés FOR3, FOR4, et FOR5 pour le domaine T et les oligonucléotides
notés FOR10, FOR11 et FOR12 pour le domaine O. Ces oligonucléotides sont assemblés grace a leurs
extrémités qui sont constantes, en utilisant un oligonucléotide anti-sens chevauchant les deux

extrémités des oligonucléotides sens juxtaposés. Deux positions initialement candidates a la
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diversification ont été rendues constantes (acides aminés en rouge Figure 30) pour permettre
I"appariement des fragments FOR4 et FOR5 d’une part, et des fragments FOR11 et FOR12 d’autre part.
En effet, le nombre de bases constantes entre ces fragments était trop faible pour concevoir les
oligonucléotides anti-sens suffisamment chevauchant.

Pour optimiser un appariement correct, I'assemblage des oligonucléotides s’est fait par étapes. Tout
d’abord, les oligonucléotides ont été assemblés en blocs de trois oligonucléotides consécutifs, puis ces
blocs ont été assemblés entre eux (Figure 31) et ensuite ligués pour former des cercles d’ADN double

brin correspondant a la séquence de chaque variant de la bibliotheque (cf. matériel et méthode).

PSHT linker PSHO
| | : 1 \
/ / 4 V4 7
F4 F5 I RSNSOI F11 - F12
R3 R4 R5 R7 R8 R9 R10 R11
Bsal Bbsl Bbsl Bsal

Figure 31 : schéma de I'assemblage des oligonucléotides codants pour les

variants de la bibliothéque de bi-P5H

94



Afin d’avoir une quantité de matériel suffisante pour la construction de la bibliothéque, les cercles
d’ADN ont été amplifiés par rolling circle amplification (RCA), une technique qui permet I'amplification
d’une matrice d’ADN circulaire. Le principe de I'amplification par RCA repose sur une polymérase
capable de déplacer le brin d’ADN qu’elle utilise comme matrice (Figure 32), ce qui permet de la
répliquer en tandem. L'utilisation de la polymérase Phi27, qui posséde une activité de déplacement
d’un brin dans un ADN double brin, associée a des amorces de polymérisation constituées d’hexameéres
aléatoires permet I'amplification isotherme exponentielle de n’importe quelle séquence d’ADN
préférentiellement circulaire ou de grande longueur. La molécule qui en résulte posséde une tres
haute masse moléculaire puisqu’il s’agit d’une seule molécule d’ADN comportant a la suite les

répétitions de la matrice de base.

S _—

Figure 32 : schéma du principe de I'amplification d’ADN circulaire par RCA (Rolling Circle Amplification)

Amplification TempliPhi d'une matrice d'ADN circulaire. L'hexameére aléatoire (~) et I'ADN polymérase Phi29 () (A)
s'hybrident a une matrice d'ADN circulaire simple ou double brin dénaturée (B). L'ADN polymérase Phi29 synthétise I'ADN a

partir de la matrice en déplagant les brins produits par les événements de réplication en aval (C). L'amplification continue,
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produisant des répétitions en tandem complémentaires de la matrice d'origine. L'hexameére aléatoire se lie aux brins
concatémeres, amor¢ant une amplification additionnelle (D). Le déplacement continu des brins entraine la libération

exponentielle d'ADN double brin (E). (Reagin, M. J. et al., 2003)

Les produits de RCA ont été déposés sur gel afin de s’assurer de I'amplification des cercles d’ADN

(Figure 33).

1kb+ A B C D E F G H | J

20000 pb —»

Figure 33 : Amplification des assemblages d’oligonucléotides de la

bibliothéque de bi-P5H par RCA

3 plL de chacune des 10 RCA ont été déposés sur gel d’agarose pour controler I'amplification des cercles d’ADN ligués.

Les bandes caractéristiques d’'une amplification par RCA ne migrent pas dans le gel du fait de leur haute
masse moléculaire (sauf celle déposée dans le puit | dont 'amplification n’a pas marché) (Figure 33).
Cela confirme donc que les amplifications par RCA ont fonctionné, et on peut donc confirmer a
posteriori que la ligation des cercles d’ADN codant pour les bi-P5H a été efficace. En effet, la matrice

d’ADN doit étre circulaire (ou de grande taille) pour donner lieu a une amplification par RCA.
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C. Stratégie de clonage des inserts codant les variants de bi-

P5H

La stratégie générale du clonage des inserts codant les variants de la bibliotheque de bi-P5H a été
présentée Figure 29. Des sites de coupure a I'enzyme Bsal ont été placés de part et d’autre de la
séquence codant pour les bi-P5H pour permettre leur clonage dans un vecteur accepteur compatible
avec le phage display, dont la carte est présentée Figure 34.

(4) BglII Bsal (236)
(Mod Acc twin Bsal [*])

Kpnl (256)
Bsal (267)
Nhel (274)

pHDI DsbA Acc 3.0
3306 bp

Figure 34 : carte du vecteur accepteur de la bibliotheque (pDip 3.0)
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1kb+ A B C D E F G H J

700 pb —»

Figure 35 : Digestion des produits d’amplification de la RCA par Bsal

Les cercles d’ADN codants pour les variants de la bibliothéque et amplifiés par RCA ont été digérés par I’enzyme Bsal. On peut
voir que la digestion d’'une molécule de plusieurs dizaines a plusieurs centaines de kilobases donne l'insert de 721 paires de
bases digéré et prét a étre inséré dans un vecteur accepteur. On peut également noter la présence d’une bande contaminante

vers 300 paires de bases qui correspond aux mono-P5H.

La digestion simultanée du vecteur accepteur et des cercles d’ADN amplifiés par I'enzyme de
restriction Bsal (Figure 35) a alors permis d’obtenir des extrémités complémentaires entre les génes
codants pour chaque variant de la bibliothéque d’une part, et le vecteur de destination de la
bibliothéque qu’on appelle pDip 3.0. Ce vecteur est compatible avec le phage display car il permet
d’exprimer les protéines de la bibliothéque en fusion avec la protéine plll du phage, pour permettre
leur exposition a sa surface. Les produits de la digestion par Bsal ont été purifiés sur colonne (kit ge/
and PCR clean up, Macherey Nagel), et une digestion par I'’enzyme Kpnl a été réalisée sur le vecteur
pDip 3.0 digéré par Bsal, afin de linéariser le vecteur non digéré. En effet, un site de coupure a 'enzyme
Kpnl est présent dans la région encadrée par les deux sites Bsal (Figure 34), et ce site n’est donc pas
présent sur les molécules de pDip3.0 doublement coupées par Bsal. La quantité d’ADN nécessaire pour
construire la bibliotheque est tres importante, et 70 ug de pDip 3.0 ont d{ étre digérés simultanément
dans 10 réactions.

AVissue d’une étape de ligation (8 réactions dans un ratio molaire insert : vecteur = 1.3 : 1), on a donc
inséré les genes codants pour une multitude de variants bi-P5H dans un vecteur permettant leur
exposition a la surface de phages filamenteux M13, ce qui permet la sélection d’interacteurs par phage
display. Les produits de ligation ont été rassemblés puis purifiés sur colonne en vue de réaliser la
transformation des bactéries.

Lors de la conception de la bibliotheque de bi-P5H, nous avons réfléchi a introduire un outil qui
permettrait de générer de la diversité, méme une fois la bibliothéque terminée. C'est pour cette raison
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qgue le domaine P5H T (en N-ter des bi-P5H) est entouré de 2 sites de coupure a I'enzyme Bbsl (Figure
31). L'idée est de pouvoir digérer I’ADN codant pour les protéines de la bibliothéque par I'enzyme Bbsl,
pour couper I’ADN codant les domaines T de toute la bibliothéque. Les domaines T ainsi digérés vont
se ré-apparier au hasard parmi tous les plasmides disponibles, et on aura alors un brassage entre les
domaines T et O de toute la bibliothéque. On appelle ce processus le shuffling de la bibliotheque, qui
permet de générer de la diversité a partir de la diversité déja existante. En effet, par ce processus, il
n’y aura pas création de nouveaux domaines T ou O, mais création de nouvelles combinaisons entre

les domaines T et O présents dans la bibliotheque.
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D. Transformation et caractérisation de la diversité de la

bibliotheque bi-P5H

L'ultime étape de la construction de la bibliotheque consiste alors a transformer le plus grand nombre
de bactéries possible par les plasmides codants pour chaque variant de bi-P5H. Dans le cas d’une
bibliothéque construite pour le phage display, ces plasmides sont appelés phagemides. Cette étape est
peut-étre la plus importante du processus de construction d’une bibliotheque compatible avec le
phage display, puisque c’est I'étape limitante du point de vue de la diversité atteignable (de Haard, H.
J. et al., 1999). En effet, c’est I'efficacité de la transformation des bactéries par les phagemides qui va
déterminer la diversité de la bibliothéque, et c’est pour cette raison qu’il est intéressant de réaliser le
plus grand nombre de transformations possibles. Pour la bibliothéque de bi-P5H, des E. coli
supercompétentes ont été transformées par électroporation par 4 a 5 ug de plasmides pour donner
une bibliothéque d’une diversité théorique de 1.4 x 10° clones indépendants (cf. matériel et méthode).
L'ADN codant pour les différents variants de la bibliotheque a été extrait et digéré pour contréler la
taille des inserts et ainsi avoir une idée de la quantité de protéines bi-domaines par rapport aux

protéines mono-domaine au sein de la bibliothéque (Figure 36).

Tube 1 Tube 1
kbt gigére

non digéré
——
—
. —’ —
— /
3000bp ———B S ——
——

1000bp

Figure 36 : profil de migration de I’ADN de la bibliothéque de bi-P5H doublement digéré
par Bgl Il et Nhe I.

400 ng d’'une miniprep de la bibliothéque digérée par les enzymes de restriction Bglll et Nhel ont été déposés sur gel dans le

deuxieme puit. 1 pg de la méme miniprep non digérée a été déposé dans le dernier puit.

La double digestion d’une bi-P5H insérée dans le vecteur accepteur de la bibliothéque par les enzymes

de restriction Bgl Il et Nhe | doit donner une bande a 3030 paires de bases et une bande a 928 paires
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de bases. Si on remarque une légere bande a ~550 paires de bases, qui correspond a la taille d’un insert
codant pour un mono-domaine, la grande majorité de I’ADN digéré donne les bandes a la taille
attendue. Cela signifie que la majorité des protéines de la bibliothéque de bi-P5H sont bien des bi-
domaines.

Les mono-P5H sont formées par I’hybridation aspécifique de I'oligonucléotide FOR12 sur le fragment
REV4 a la place de FORS5 (Figure 31). En effet, les deux P5SH de départ T et O possédent un grand nombre
de résidus en commun (71% d’identité de séquence) et 'amorce FOR12 code pour les mémes résidus
a son extrémité que le fragment FORS. La seule différence entre les sites d’hybridation est la troisieme
base de chaque codon, ce qui suffit a FOR12 pour s’hybrider au fragment REV4. Selon le méme
principe, le fragment FOR11 peut s’hybrider au fragment REV3 a la place de FOR4. Les P5H qui résultent
de ces mésappariements ne possédent qu’un seul domaine, chimeéere entre un domaine T et un

domaine O.
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E. Séquencage de 48 clones pris au hasard dans la

bibliotheque

Pour évaluer la qualité de la bibliotheque créée, 48 clones pris au hasard dans la bibliotheque ont été

séquencés. Le résultat de ces séquencgages sont présentés Tableau 4.

Nombre de clones séquencés 48
Séquences exploitables 39

bi-P5H en phase 15 (38,5%)
mono-P5H en phase 7 (17,9%)
Séquences hors phase 10
Anomalies de séquences 7

Tableau 4 : Séquencage des 48 clones de la bibliothéque de bi-P5H

Sur 48 clones envoyés au séquencage, 39 ont donné des séquences exploitables, c’est-a-dire avec un
score de qualité supérieur au seuil fixé par la compagnie qui a réalisé le séquencage (Eurofins
Genomics). Parmi ces séquences, on retrouve 15 bi-P5H (38.5% des séquences exploitables), et 7
mono-P5H (17.9% des séquences exploitables), soit 56.4% de séquences codants pour des variants
correctement insérées dans le vecteur de la bibliothéque. On retrouve également 10 séquences
entieres de P5H hors phase et 7 anomalies de séquences qui semblent correspondre a des cercles mal
assemblés.

Nous avons également analysé les positions diversifiées des séquences des 15 bi-P5H correctement
insérées dans le phagemide pour voir si les fréquences d’acides aminés observées a ces positions sont
conformes aux (Figure 37). La Figure 37 montre que la diversité observée aux
position diversifiée est conforme a la diversité souhaitée dans la conception de la bibliothéque. On
peut noter que I'alanine, I'arginine et la sérine semblent moins représentées que prévu, tandis que la
glutamine, le tryptophane, et la tyrosine semblent plus représentés qu’initialement prévu. Ces
variations ne sont pas forcément représentatives de I'ensemble de la bibliotheque car seules 15

séquences ont été analysées.
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Diversité des positions diversifiées

16 B Fréquences observées (en %)
14 B Fréquences théoriques (en %)
12
10
X 8
6
4
A 0 R
. ni nui [

Ala Arg Asn Asp GIn Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Ser Thr Trp Tyr Val Pro Cys
(A) (R) (N) (D) (@ (B) (G) (H) () (L) (K} (M) (F) (S) (T) (W) (Y) (V) (P) (C)

Figure 37 : Diversité observée contre diversité théorique au niveau des positions diversifiées de la

bibliothéque de bi-P5H

La fréquence de chaque acide aminés au niveau des 32 positions diversifiées au sein de la bibliotheque a été comparée au

fréquences cibles présentées Tableau 3.

Globalement, le séquencgage de la bibliotheque valide la stratégie d’assemblage de la bibliothéque, et
I'utilisation de la technologie des TRIMers pour générer une diversité ciblée a chaque position
diversifiée dans la bibliotheque.

Cette expérience conclut la création de la bibliothéque de bi-P5H, et donc la premiére partie des

résultats. La seconde partie des résultats est consacrée a la conception du modulateur allostérique.
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Partie 2 : Conception du modulateur allostérique
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I. Sélections par phage display d’aReps

reconnaissant les P5H

Simultanément a la construction de la bibliothéque, 'autre axe du projet a consisté a créer le
modulateur allostérique, cette molécule qui doit libérer la cible des interacteurs issus de la
bibliothéque. Pour rappel, ce modulateur doit étre constitué de deux aReps dirigées chacune contre
la face bi-hélicoidale (constante) d’'un domaine des bi-P5H, puisque la face tri-hélicoidale de chaque
domaine est différente pour chaque variant de la bibliotheque. Pour obtenir des aReps dirigées contre
la face constante des P5H, nous avons imaginé une stratégie originale de sélection par phage display a
partir de la bibliotheque d’aReps déja développée par le laboratoire (Urvoas, A. et al., 2010).

Le phage display est la méthode utilisée au laboratoire afin d’isoler des interacteurs spécifiques d’'une
cible protéique a partir d’'une bibliotheque de protéines (Scott, J. K. & Smith, G. P., 1990). Cette
technique consiste a exposer chaque protéine de la bibliothéque a la surface de bactériophages
filamenteux M13, puis de les mettre en contact avec une surface sur laquelle a été immobilisée la cible

protéique pour laquelle on souhaite obtenir des interacteurs (Figure 38).

Figure 38 : Principe du phage display

L’exposition sur phage ou phage display est une puissante méthode de sélection moléculaire qui permet d’obtenir des
interacteurs d’une cible spécifique a partir d’'une bibliothéque de protéines. L'idée est d’avoir une trés vaste population
(typiquement 1 milliard ou plus) de protéines ou de peptides différents exposés a la surface de bactériophages (A). Ces
bactériophages sont mis en contact avec une molécule cible (la sphére rouge) fixée sur un support (B). Les trés rares protéines
dont la séquence leur permet d’interagir avec la cible sont retenues tandis que les autres sont éliminées. Les phages portant
ces protéines peuvent étre alors amplifiés (C, D), puis utilisés pour déterminer les séquences des protéines capables de
reconnaitre la cible (D), et produire ces protéines sous forme recombinante (E). La méthode originellement décrites pour
sélectionner des séquences courtes (des peptides) a pu étre ensuite transposée aux protéines. Le coeur de I'idée est de

fusionner (F) le géne (en rouge) de la protéine a exposer avec le géne d’une des protéines du phage, la protéine Plll. Les
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phages alors produits présentent la protéine (rouge) a leur surface, ce qui permet de les trier ; la particule virale intégre le

gene correspondant, ce qui permet de les amplifier. (Minard, P., 2019)

Les phages exposant des variants de la bibliotheque qui interagissent avec la cible seront retenus sur
cette surface, tandis que les autres seront éliminés lors des différents lavages. Une étape d’élution est
alors réalisée afin de récupérer les phages retenus sur la surface. Des bactéries sont ensuite infectées
par les phages élués afin de les multiplier, puis un nouveau tour de sélection identique au premier est
réalisé avec les phages issus du premier tour. Au bout de 3 a 5 tours de sélection, on considére que la
population de phages élués est assez enrichie en phages exposants des variants d’intérét et on
réalisera un ELISA afin d’identifier parmi un échantillon de clones choisis aléatoirement lesquels
interagissent le mieux avec la cible. Pour réaliser la détection des clones positifs par ELISA, il est
nécessaire d'immobiliser la cible de la méme facon que lors du phage display. Les phages provenant
de clones uniques, c’est a dire qui exposent la méme protéine, sont ensuite mis au contact de la cible
de facon individuelle. La présence de phages dans les puits, qui reflete une interaction entre la protéine
exposée a la surface des phages et la cible, est révélée a I'aide d’un anticorps anti-phageM13 couplé a
la HRP, une peroxydase dont le produit de réaction est coloré. Une mesure d’absorbance de la plaque
suffit alors a comparer I'efficacité de fixation des protéines exposées sur phage.

Pour orienter la sélection par phage display vers des aReps qui reconnaissent la face bi-hélicoidale des
P5H, nous avons utilisé les propriétés des formes sauvages et mutantes des P5H. En effet, les P5H ont
été mutées sur leur face tri-hélicoidale pour tester la tolérance aux mutations de I'architecture. Pour
un méme domaine (P5H T ou P5H 0), les formes sauvages et mutantes partagent donc la face bi-
hélicoidale (dite constante) mais possedent des faces tri-hélicoidales (dites variables) différentes. La
stratégie mise en place consiste a alterner a chaque tour de sélection entre les formes sauvages et
mutantes pour chaque domaine, afin de sélectionner des aReps qui interagissent au niveau de la partie
commune aux deux formes, c’est-a-dire la face bi-hélicoidale. Le principe de cette sélection est illustré
a travers I'exemple de la sélection contre P5H T (Figure 39), mais le méme protocole a été utilisé pour

la sélection contre le domaine P5H O.
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Figure 39 : Schéma de la stratégie utilisée pour la sélection par phage display des interacteurs
de la face bi-hélicoidale
Pour une méme pentahéline (O ou T) deux formes existent : la forme sauvage (wt) ou la forme mutée (mut). Les formes
mutées ont été générées par mutation de 18 positions sur la face tri-hélicoidale de la protéine. Ainsi, les formes mutées et
sauvages partagent la méme face bi-hélicoidale. La stratégie employée pour obtenir des interacteurs de la face bi-hélicoidale
consiste a immobiliser alternativement les formes wt et mut sur la plaque ELISA a chaque tour de sélection. Or, le point

commun entre ces deux formes étant leur face bi-hélicoidale, cette alternance devrait avoir pour effet de faire converger la

sélection vers la reconnaissance de cette face des pentahélines.

Afin de favoriser I'interaction entre le modulateur et la face bi-hélicoidale de chacune des P5H, une
tyrosine a été rajoutée sur celle-ci. La tyrosine doit jouer un réle de hotspot d’interaction, puisque sa
nature amphiphile lui permet de réaliser des interactions polaires par son groupement —OH, et des
interactions par son cycle aromatique. Cette particularité lui permet d’étre impliquée dans de
nombreuses interactions, ce qui pourrait expliquer qu’elle soit fréquemment retrouvée au niveau des
boucles CDR des anticorps (Collis, A. V. J. et al., 2003).

Pour réaliser cette sélection originale par phage display, il a tout d’abord fallu établir une stratégie
d’'immobilisation des cibles pour les présenter de fagon homogene lors de la sélection. La stratégie

retenue a été de produire la cible avec un His-tag en N-ter et un avitag « biotinylable » en C-ter, séparé
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de la protéine par un site de coupure a la TEV protéase. De cette fagon, les cibles ont été produites
biotinylées, ce qui a permis de les immobiliser avec de la streptavidine et d’éluer le complexe cible-
phage par coupure a la TEV protéase (Figure 40). Cette stratégie nécessite dans un premier temps de
sous-cloner le géne codant pour les différentes pentahélines (P5H Twt/mut et PSH Owt/mut) dans un

vecteur répondant aux critéres décrits précédemment.

‘ Phage M13

B

PSH

Site de coupure a la TEV protéase

&) (@) C% A Biotine
ﬁ ﬂ ﬁ D Streptavidine

Figure 40 : Schéma de la stratégie d’'immobilisation utilisée pour le projet

Les cibles protéiques, produites avec un His-tag en N-ter et un Avitag biotinylable précédé d’un site de coupure a la TEV
protéase en C-ter sont immobilisées sur une surface préalablement recouverte de streptavidine. Les protéines de la
bibliothéque (ici des aReps) sont exposées a la surface de phages filamenteux. Les phages qui exposent des interacteurs de
la cible vont étre capturés par celle-ci. Les complexes interacteur-cible pourront étre élués en ajoutant de la TEV protéase

dans le milieu.

Une approche basée sur le Gibson Assembly (Gibson, D. G. et al., 2009) (GA) a donc été réalisée afin
d’insérer les genes codants pour les différentes pentahélines dans un vecteur pTeTar2, qui permet
d’exprimer une protéine avec un His-tag a son extrémité N-ter et un Avitag précédé d’un site de
coupure a la TEV protéase a son extrémité C-ter.

La pureté des produits PCR ainsi formés a été vérifiée sur gel (Figure 41).
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Figure 41 : Controle sur gel de la pureté des produits PCR pour le Gibson Assembly (GA).

produits PCR utilisés pour le GA ont été déposés sur gel d’agarose. 1kb+ : marqueur DNA ladder ; 1 : pTeTar2 pour PSHT; 2 :
P5H Twt; 3: P5H Tmut; 4 : pTeTar2 pour P5SH O ; 5: P5H Owt; 6 : PSH Omut; 7 : contrble sans vecteur avec les mémes
amorces que 1; 8: contréle sans vecteur avec les mémes amorces que 4 ; 100pb+ : marqueur DNA ladder. Le programme
utilisé est décrit dans le maériel et méthode. (B) Les PCR 1 et 4 ont été refaites du fait de la présence de trop nombreux
contaminants. La température d’hybridation a été augmentée afin de défavoriser I'hybridation aspécifique. 1* : idem 1 ; 2* :

idem 4 ; 3* : contrdle sans vecteur ; 4* : contrdle sans amorces.

Le Gibson Assembly a été réalisé selon un protocole détaillé dans le matériel et méthode, puis
I'insertion des genes codants pour les 4 pentahélines dans le vecteur d’expression des cibles
biotinylées (pTeTar2) a été vérifiée sur gel, apres une double digestion par les enzymes de restriction

BamH I/Hind 1l dont les sites de coupure entourent le géne d’intérét (Figure 42).

lkb 1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C 100pb
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Figure 42 : Contréle sur gel de I'insertion des génes d’intérét par digestion BamH1/Hind Ill des

produits du GA



Les plasmides, synthétisés par les bactéries transformées par les produits du GA, ont été extraits par miniprep et digérés
doublement par BamH1/Hind Il puis déposés sur gel d’agarose. 1kb+: marqueur DNA ladder; 1A/B/C: P5H Twt dans
pTeTar2 ; 2A/B/C : P5H Tmut dans pTeTar2 ; 3A/B/C : P5H Owt dans pTeTar2 ; 4A/B/C : P5H Omut dans pTeTar2.

Les fragments générés de cette fagcon font bien la taille attendue d’environ 320 pb a I'exception des
puits 4A et 4B. Les échantillons ont été séquencés et I'exactitude des séquences sous-clonées a ainsi

été vérifiée.
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A. Selection d’aReps dirigées contre la face bi-hélicoidale des

P5H

Une fois les genes codant pour les P5H insérés dans le vecteur d’expression pTetar2, les protéines ont

été produites et purifiées, et leur biotinylation a été vérifiée par western blot (Figure 43).
Environ 2 ug de protéines ont été déposés dans chaque puits, sur 2 gels de polyacrylamide 15%. L'un des gels a été coloré au

A B

1 2 3mMM 4 5 6 1 2 3 MM 4 5 6

I8 00l

15kDa > k‘.

— < 15kDa

Figure 43 : Controle de la biotinylation des 4 P5H par Western blot

bleu de Coomassie (A), et I'autre gel a été traité selon le protocole décrit dans le matériel et méthode pour le Western blot
(B). Les protéines ont été déposées dans I'ordre suivant : 1 : aRep « B8 » non biotinylée ; 2 : PSH Omut ; 3 : P5H Owt ; MM :

marqueur de taille Dual Color ; 4 : PSH Tmut ; 5 : PSH Twt ; 6 : aRep « B8 » biotinylée.

La bande correspondant aux P5H dans le western blot (Figure 43.B) est moins intense que la bande
obtenue pour les mémes protéines sur le gel coloré au bleu de coomassie, alors que la méme quantité
de protéines a été déposée sur les deux gels. Il est donc probable que pour chaque P5H, toutes les
protéines de I’échantillon ne soient pas biotinylées. Cependant, pour les applications que nous
souhaitions réaliser (sélection par phage display et ELISA clonal), nous n’avions pas besoin que 100%
des protéines purifiées soient biotinylées. Il est seulement nécessaire d’avoir assez de protéine
biotinylée a immobiliser sur la surface, et nous avons donc continué les expériences avec ces
échantillons.

Les sélections par phage display d’aReps dirigées contre la face constante de chaque domaine P5H a
été réalisée selon un protocole détaillé dans la partie matériel et méthode congu a partir de la stratégie
discutée précédemment. A I'issue des 3 tours de sélection, un ensemble de phages exposant des
variants potentiellement capables de reconnaitre les cibles ont été sélectionnés. Il était alors

nécessaire d’identifier ceux qui possedent I'affinité et la spécificité les plus adaptées a I'objectif fixé.
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Dans cette optique, une centaine de clones ont été testés par phage ELISA clonal (Figure 44). Le phage
ELISA clonal permet de tester les phages issus de colonies isolées, c’est-a-dire des populations de
phages qui n’expriment qu’un variant de la bibliothéque, et le protocole utilisé est présenté dans le

matériel et méthode. Le principe du phage ELISA clonal est présenté Figure 44.

Substrat coloré
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Figure 44 : Schéma d’un phage ELISA clonal

Les cibles biotinylées ont été immobilisées au fond des puits d’une plaque 96 puits par de la streptavidine, puis les phages
exposants des interacteurs de ces cibles ont été capturés. Apres lavages, les anticorps anti-M13 couplés a la peroxydase HRP
ont été rajoutés dans chaque puit, et enfin le substrat de cette peroxydase, le Blue POD, a été ajouté pour révéler la présence
de I'anticorps. Le produit de la réaction est bleu mais lorsque la réaction est arrétée par ajout de HCl dans le milieu, la
coloration devient jaune Dans chaque puit, il n’y a qu’une population de phages, exprimant un variant sélectionné lors du
phage display.

Pour réaliser cet ELISA clonal, la cible sous sa forme sauvage (P5H Twt ou P5H Owt) a été immobilisée
sur une plague ELISA de la méme fagon que lors de la sélection. Les 24 meilleurs interacteurs des
formes sauvages de chaque P5H ont été testés selon le méme protocole dans un nouvel ELISA clonal,

cette fois sur les 4 P5H (sauvages et mutantes) afin de tester leur spécificité pour I'une ou I'autre forme

des P5H (Figure 45).
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Figure 45 : Sélections d’aReps spécifiques des P5H T ou des P5H O

Les cibles ont été déposées dans I'ordre suivant pour toutes les plaques : ligne A : P5H Twt ; ligne B : PSH Tmut ; ligne C : P5H
Owt ; ligne D : P5H Omut ; ligne E : TBST (Tris buffer saline tween 0.1%). Plus la valeur d’absorbance est haute, plus la
coloration vert-jaune-rouge va tirer sur le rouge. Les 24 meilleurs interacteurs de P5H Twt (A et B) et P5H Owt (C et D) ont
été testés par phage ELISA clonal sur les 4 P5H. Pour cela, des plaques ELISA 96 puits ont été recouvertes avec de la
streptavidine, puis par les 4 pentahélines apres avoir été bloquées par de la BSA (Bovine serum albumine). Les plaques ELISA
ont ensuite été mises a incuber avec les phages exposant les 24 meilleurs interacteurs des P5H sauvages, puis avec un
anticorps anti-phage_M13 couplé a la HRP (horseradish peroxidase) (voir matériel et méthode). Enfin la révélation a été faite
par ajout de BluePOD soluble et la réaction a été stoppée a I'apparition de la couleur par ajout de HCl 1 M. Les valeurs
d’absorbance a 405 nm des interacteurs encadrés en violet, qui montrent une nette différence d’affinité entre les P5H T et
les P5H O, ont été représentées sous forme d’histogramme (E), avec deux autres clones représentatifs des clones criblés : un

qui reconnait toutes les P5H (C9) et un autre qui n’en reconnait aucune (E9).
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Ce phage ELISA clonal sur les 4 P5H a permis d’identifier 3 interacteurs montrant une spécificité vis-a-
vis d’une seule des deux P5H (P5H T ou P5H O). Les valeurs d’absorbance a 405 nm de ces 3 clones ont
été représentées sous forme d’histogramme Figure 45.E, pour faire ressortir la préférence de ces
aReps pour une des deux P5H. Ces résultats semblent donc valider la stratégie mise en place pour
sélectionner des interacteurs de la face constante des P5H, et sont conformes a notre objectif initial
de sélectionner des aReps dirigées contre chacun des deux domaines des bi-P5H. On peut cependant
noter que la plupart des interacteurs identifiés (~34) reconnaissent les 4 pentahélines avec plus ou
moins d’affinité, a I'image du clone C9. Tous les interacteurs ont été séquencés a I’exception du clone
de la 12°™ colonne de la plaque D car ce clone donne un signal positif méme dans le puit qui ne
contient pas de P5H. Les séquencages ont montré que la majorité des séquences n’étaient pas
redondantes, et que les sélections contre les P5H ont donné des interacteurs aReps de taille et de
séquence variables. Nous avons réalisé la suite des expériences avec une sélection d’aReps composée
des aReps spécifiques d’un seul domaine P5H ainsi que des meilleurs interacteurs spécifiques des 4

P5H.
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Il. Caractérisation des aReps reconnaissant les

P5H

Des aReps qui interagissent potentiellement avec la face constante des P5H ayant été identifiées, nous
avons cherché a caractériser l'interaction entre ces aReps et les P5H pour choisir les meilleurs
candidats a la création du modulateur. Les génes codants pour ces aReps ont d’abord été sous-clonés
dans un vecteur d’expression, puis les protéines ont été produites et purifiées (voir matériel et

méthode). Les protéines purifiées ont été utilisées dans des tests d’interaction par SPR.

A. Production des interacteurs aReps anti-bi-P5H

Les interacteurs sélectionnés contre les P5H ont d’abord été sous-clonés dans le vecteur d’expression
pQE 81, qui présente un Histag en N-ter de la protéine produite, afin de les purifier en vue d’étudier
leur interaction avec les P5H. Une coupure aux enzymes de restriction BamH | et Hind Il suivie d’une
étape de ligation a permis d’insérer correctement le géne d’intérét dans le pQE 81. L'insertion a été
vérifiée par une coupure avec les mémes enzymes de restriction (BamH | et Hind Ill) des génes clonés
pour vérifier la taille des inserts.

Les génes ainsi clonés ont été séquencés pour vérifier I'exactitude des séquences, puis les interacteurs
ont été produits dans des souches d’E.coli M15, et purifiés sur colonne Ni-NTA et SEC (voir matériel et
méthode). A ce stade, nous disposions de plusieurs aReps de taille différente et possédant une surface
d’interaction différente. Nous avons alors cherché a déterminer lesquelles répondaient le mieux aux
attentes que nous avions, a savoir interagir spécifiquement avec un des deux domaines P5H (T ou O).

Pour répondre a cette question, I'interaction entre les aReps et les P5H a été étudiée par SPR.
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B. SPR P5H vs aReps anti-bi-P5H

Les expériences de SPR (Surface Plasmon Resonance) ont été mises au point afin d’étudier I'interaction
entre les 4 P5H et les différentes aReps sélectionnées contre les PSH T ou les P5H O. Les P5H, qui ont
été produites biotinylées, ont été fixées sur une puce neutravidine SA (Biacore) et les aReps

sélectionnées contre les P5H ont été passées comme analytes. Le tableau ci-dessous (Tableau 5)

récapitule les résultats obtenus lors des expériences de SPR.

Twt Tmut Owt Omut
KD (en uM) | KD (en uM) | KD (en uM) | KD (en uM)

oRep A8 (sélection vs PSHT) 1,2+0,5 0,3%+0,1 ND 0,3%+0,2
oRep A12 (sélectionvs PSHT) | 1,1+0,3 1,2+0,3 ND ND
aRep C9 (sélection vs PSH T) 1,4+0,4 0,8+0,2 ND 0,7+0,0
oRep E6 (sélection vs PSHT) ND 0,5 +0,2 ND ND
oRep G2 (sélection vs P5H T) 0,4+0,0 0,3+0,0 ND ND
aRep G10 (sélectionvs PSHT) | 1,8+0,7 1,6+0,6 ND ND
oRep D3 (sélectionvs PSHO) | 0,8+0,4 0,5+0,1 0,6+0,0 0,5+0,1
oRep F1 (sélection vs P5H O) 1,4+0,4 0,7%+0,2 0,2+0,1 0,4+0,2

Tableau 5 : Etude des interactions entre les aReps sélectionnées conte les P5H et leur cible par SPR

Cette expérience a notamment permis de montrer la différence d’affinité des différentes aReps vis-a-
vis de chaque P5H, et de vérifier si la méthode mise en place pour la sélection a permis d’obtenir des
interacteurs spécifiques de P5H T ou de P5H O. On peut voir que certaines aReps issues de la sélection
contre P5H T montrent une différence d’affinité pour les P5H. En effet, les aReps A12, G2 et G10
interagissent avec les P5H T avec un Kp de I'ordre du micromolaire, mais leur interaction avec les P5H
O était trop faible pour permettre de calculer un Kp. Ce résultat tend a valider la stratégie que nous
avons employée pour favoriser I'obtention d’interacteurs de la face constante des P5H, a savoir de
rajouter une tyrosine sur la face constante des P5H et d’alterner entre les formes sauvages et mutantes
a chaque tour de sélection lors du phage display. Cependant, on ne retrouve pas ce résultat pour les
oReps issues de la sélection contre P5H O. En effet I'aRep D3, qui donnait un signal ELISA plus
important pour les P5H O que pour les P5H T, semble interagir de fagon équivalente avec les 4 P5H. En

réalité, il serait possible de réaliser un modulateur composé de deux aReps capables d’interagir avec
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les deux domaines P5H de fagon équivalente, puisqu’un tel modulateur serait capable d’interagir avec
les bi-P5H et de moduler leur interaction avec une cible. L’intérét de choisir des aReps spécifiques d’un
seul domaine P5H était d’avoir un moyen de contréler facilement que I'interaction se faisait au niveau
de la face constante des P5H. Si les aReps capables d’interagir avec les deux domaines P5H de fagon
équivalente se fixent au niveau de la face constante des P5H, il n’y aurait aucun probleme a concevoir
le modulateur avec ces aReps.

Pour la suite du projet, nous avons décidé d’utiliser les aReps A12 et D3 pour réaliser le modulateur
allostérique. L'aRep A12 a en effet montré une interaction spécifique avec les P5H T a la fois en ELISA
clonal et en SPR. L’aRep D3 n’a montré une interaction spécifique avec les P5SH O qu’en ELISA clonal et

pas en SPR, mais l'autre aRep testée (F1) n’était spécifique pour P5H O ni en ELISA clonal ni en SPR.
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lll. Conception du modulateur

A. Cristallisation des complexes A12-Tmut et D3-Omut

Les aReps qui constitueront le modulateur ayant été choisies (A12 et D3), il était nécessaire de réfléchir
a une stratégie de construction du modulateur. Bien que nous ayons décidé de fusionner les deux
aReps par une hélice, plusieurs constructions étaient envisageables, et afin de discriminer lesquelles
étaient les plus pertinentes, nous avons décidé de cristalliser les complexes aRep-P5H pour orienter la
conception du modulateur. De plus, cela permettait d’identifier les surfaces d’interaction entre les
aReps et les P5H, et de pouvoir ainsi vérifier que la stratégie de sélection ciblée sur la face constante
des P5H avait bien permis de sélectionner des interacteurs spécifiques de cette zone (au moins pour
I'aRep A12).

Des expériences de cristallisation ont été lancées avec les complexes A12-Tmut et D3-Omut en ratio
molaire 1:1 (voir matériel et méthode).

Des cristaux ont été obtenus pour les deux complexes mais seuls les cristaux du complexe A12-Tmut
(Figure 46) ont diffracté & des résolutions permettant I'exploitation des données (3.02 A), tandis que

les cristaux du complexe D3-Omut n’ont diffracté qu’a 5 A.
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Figure 46 : photographie d’une goutte de cristallisation du complexe A12-Tmut

L'orientation relative des deux protéines I'une par rapport a I'autre a donc pu étre déterminée, ce qui
était le principal objectif de cette expérience. En effet, on voulait confirmer que la stratégie utilisée
pour la sélection avait bien favorisé I'obtention d’interacteurs de la face bi-hélicoidale des P5H. C’est
ce que montre la structure du complexe (Figure 47) dans laquelle la pentahéline Tmut est représentée
en rose et en vert. Seules les chaines latérales supposées étre en interaction sont
représentées. Afin de les identifier, la structure a été analysée sur le serveur en ligne PDBsum. Cette
figure nous montre bien que la zone d’interaction sur la PSH est constituée d’acides aminés de la face
bi-hélicoidale et d’acides aminés accessibles sur le « dos » des hélices tri-hélicoidales. On remarque
également l'implication de la tyrosine 101, qui avait été ajoutée pour jouer le réle de hotspot
d’interaction. Globalement, cette interaction est caractérisée par deux ponts salins entre des arginines
et des aspartates et des liaisons hydrogéne. Cette structure vient confirmer que la stratégie que nous
avons mis en place pour sélectionner les aReps a bien permis d’obtenir un interacteur de la face bi-

hélicoidale de PSH T.
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Figure 47 : Structure cristallographique du complexe A12 (vert) - Tmut (rose) a 3.02 A
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B. Conception du modele in silico

La stratégie a consisté a utiliser la structure cristallographique d’une aRep possédant le méme nombre
de motifs que les aReps A12 et D3, qui ont été sélectionnées contre les P5H, afin de générer un modele
structural d’une fusion de ces deux aReps (voir matériel et méthode). Comme discuté précédemment,
I'objectif de cette fusion était de générer un modulateur « rigide ». En effet, afin de contraindre la
conformation relative des interacteurs de la bibliothéque pour les décrocher, il est nécessaire que la
structure du modulateur ne s’adapte pas a celle de la bi-P5H fixée sur sa cible. Par-la, on entend que
la structure du modulateur, composée de deux domaines aReps reconnaissant chacun un des deux
domaines des bi-P5H, ne doit pas se déformer au niveau du point de jonction entre les deux aReps
pour permettre I'interaction, mais qu’au contraire c’est la bi-P5H qui doit se déformer au niveau du
point de fusion entre les deux P5H lors de sa fixation sur le modualteur. La nature du lien peptidique
entre les aReps constituant le modulateur doit donc nécessairement étre rigide, et nous avons décidé
de connecter ces deux aReps par un connecteur peptidique qui se replie en hélice a pour s’assurer de
sa rigidité.

Comme la structure des aReps est une succession d’hélices a, la stratégie employée a consisté a
prolonger 'hélice C-ter (rose Figure 48) d’un des interacteurs aRep (A12 ou D3) par la 2°™ hélice N-ter
(verte Figure 48) de I'autre aRep (D3 ou A12) afin d’obtenir un modulateur rigide. Dans les aReps, les
extrémités N-ter et C-ter sont du méme c6té, ainsi pour obtenir la structure décrite Figure 48, la fusion
a été réalisée avec la 2°™ hélice du N-cap de I'aRep localisée en C-ter de la fusion. La premiére hélice
du N-cap de cette aRep a donc été supprimée.

La structure des complexes A12-Tmut et D3-Omut n’étant pas connue au moment de la conception du
modulateur, nous avons décidé de modéliser les deux types de modulateurs possibles : A12D3 et
D3A12. La différence entre ces deux modulateurs est I'ordre dans lequel les deux aReps les
composants ont été fusionnées. Ainsi, A12 est du coté N-ter dans A12D3, et du c6té C-ter dans D3A12
et inversement. De cette fagon, on devrait pouvoir tester les différentes possibilités d’interaction entre
le modulateur et les bi-P5H.

La conception des protéines chiméres a été faite en deux étapes. Dans un premier temps une
superposition géométrique de I’hélice commune aux deux structures initiales a été réalisée. Cette
superposition a permis ensuite de construire un fichier PDB unique ou les deux domaines sont reliés
dans un méme repere, avec une seule hélice de jonction dont la position résulte de la superposition.
Les chaines latérales de I'hélices de jonction de méme que celles en contact avec cette hélice dans le
modele ont ensuite été optimisées, principalement pour éviter les conflits stériques, et lorsque c’est

possible pour créer des interactions favorables. Cette optimisation ne permet pas de changement de
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conformation du bi-domaine, mais explore des combinaisons de chaines latérales favorables a cette
conformation. La partie conception de séquence (design) a été réalisée en utilisant la version
Standalone de Foldit (Kleffner, R. et al., 2017) qui permet de localiser de fagon tres rapide les zones a
optimiser et de tester manuellement des combinaisons de chaines latérales plus appropriées. Il n’est
pas possible d’explorer exhaustivement et automatiquement toutes les combinaisons de chaines
latérales possibles mais il est possible de tester rapidement de nombreuses combinaisons et de retenir
celles qui paraissent favorables, en se servant de la fonction de score de Foldit comme indicateur de

stabilité.

Figure 48 : Modele d’anti-interacteur A12D3

Modele d’une protéine résultant de la fusion entre les aReps A12 et D3. La structure de la bFNE (une aRep a 3 motifs HEAT
internes sélectionnée contre la fibronectine) a été dupliquée, puis mutée dans Pymol pour faire correspondre sa séquence
avec celle des aReps A12 ou D3. La premiére hélice du N-cap de D3 a ensuite été supprimée. Les 10 derniers résidus de la
derniere hélice de A12 (rose) ont été alignés dans I'axe de la deuxieme hélice de I'aRep D3 (verte) comme si ces deux hélices
faisaient partie de la méme hélice. Les deux protéines ont été fusionnées pour ne former qu’une seule chaine polypeptidique.

L’hélice qui sert de point de fusion a subi une minimisation d’énergie dans FoldIt.

Les genes synthétiques correspondants aux deux séquences des modulateurs bi-domaines modélisés
ont été commandées et clonées dans PUR 23, un vecteur d’expression qui permet de cloner la
séquence de la protéine d’intérét par Golden Gate (Engler, C. et al., 2009) avec un His-tag en N-ter de
sa séquence en acides aminés, afin de pouvoir tester leur expression dans différentes souches d’E.coli.

Les gels correspondants a ces tests d’expression sont représentés ci-dessous (Figure 49).
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Figure 49 : Profils de migration des tests d’expression de A12D3 et D3A12 dans Gold, Rosetta, ou
M15 a différentes températures.

Les anti-interacteurs A12D3 et D3A12 ont été produits dans les différentes souches d’E.coli indiquées et des fractions

d’extraits totaux de ces cultures (ET) ou de leur fraction soluble (FS) ont été déposés sur gel de polyacrylamide.

Ces tests montrent que la production la plus efficace est celle réalisée dans Gold a 37°C, ou les
protéines sont fortement surexprimées de facon soluble. C’'est donc dans ces conditions que les deux
modulateurs ont été produits. lls ont ensuite été purifiés d’abord sur colonne Ni-NTA puis par
chromatographie d’exclusion de taille (Figure 50). Le profil d’élution des deux modulateurs semble
indiquer que A12D3 et D3A12 se produisent et se purifient correctement (plusieurs dizaines de mg par

litre de culture).
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Figure 50 : Purification des modulateurs A12D3 et D3A12 par chromatographie d’exclusion stérique
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IV. Caractérisation des modulateurs

A. Cristallisation des modulateurs

Des expériences de cristallographie ont été menées afin de vérifier si la structure du modulateur était
proche du modele in silico. Plus particulierement, il était important de contréler la structure secondaire
au niveau du site de fusion entre les deux aReps, pour s’assurer de la rigidité du modulateur.

Si A12D3 a donné des cristaux et une structure exploitable, ce n’est pas le cas de D3A12 qui n’a donné
de cristaux ni dans les plagues commerciales de type PEGs ni dans les plaques de criblage. La structure
obtenue pour A12D3 a 3.54 A est présentée ci-dessous (Figure 52), superposée au modéle présenté
Figure 48.

On peut tout de méme discuter de l'intérét d’obtenir la structure pour D3A12. En effet, d’apreés les
résultats expérimentaux obtenus en DSC (Figure 51), il y a une différence de comportement entre
A12D3 et D3A12. On observe deux pics de dénaturation pour A12D3, un premier assez faible vers 66°C
et un deuxiéme plus grand vers 77°C. En revanche, pour D3A12, on n’observe qu’une seul pic a 77°C.
Ces résultats peuvent étre associés a une structure tridimensionnelle différente, et il serait donc
intéressant d’obtenir la structure de D3A12 afin de vérifier si les différences observées sont reliées a

sa structure.
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Figure 51 : Profils de dénaturation des anti-interacteurs A12D3 (courbe noire)

et D3A12 (courbe verte) en DSC

Stabilité thermique des modulateurs A12D3 (noir) et D3A12 (vert) mesurée par des expériences de DSC (Differential Scanning

Calorimetry).
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Analyse comparée de la structure expérimentale de I’aRep bi-domaine

relativement a la structure congue

Figure 52 : superposition de la structure de A12D3 a 3.54 A (vert) avec le modele in silico (cyan)

A :vue d’ensemble ; B : zoom sur la fin de I'hélice partagée ; C : zoom sur le pont salin de la structure d’A12D3 (vert)
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On peut voir sur cette superposition qu’il est possible de superposer I'un ou I'autre domaine du modeéle
sur la structure mais que superposer les deux simultanément n’est pas possible. Cela résulte d’une
différence d’orientation relative des deux domaines de A12D3 entre le modéle et la structure
expérimentale. La différence principale se situe au niveau de I’'hélice qui a servi a fusionner les deux
oReps. La structure expérimentale indique qu’il « manque » un tour d’hélice par rapport au modeéle
(Figure 52.B), ce qui donne lieu a une différence dans I'orientation de la boucle qui suit. Le second
domaine adopte une orientation qui lui permet d’interagir avec I’hélice de jonction de facon plus
compacte que ce qui était concgu. |l est intéressant de voir I'existence dans la structure d’un pont salin
qui n’était pas prévu, entre le glutamate 144 et I'arginine 179 (Figure 52.C). Ce pont salin pourrait en
partie expliquer la différence de « packing » entre la structure et le modele, la structure possédant un
packing plus compact.

Dans I'ensemble, la structure du modulateur A12D3 comporte des caractéristiques recherchées dans
le modeéle. Les deux domaines aReps adoptent une conformation fixe, avec leur surface d’interaction
accessible. Bien que I’'hélice partagée entre les deux aReps soit plus courte que dans le modéle, le
point de jonction est bien I'hélice a, comme initialement congu. Si cette architecture est rigide, elle
doit permettre I'interaction simultanée de la bi-P5H avec les deux domaines du modulateur sans que
celui-ci subisse de changement conformationnel majeur.

L'étape suivante consiste a confirmer l'interaction entre les bi-P5H et I'anti-interacteur par des

expériences d’interactions.

128



B. Etudes des interactions entre les modulateurs et les bi-P5H

Des expériences de SPR ont été menées entre les bi-P5H et les deux modulateurs, pour confirmer
I'interaction d’'une part, mais également afin d’évaluer I’affinité relative du modulateur avec 'une et
|"autre des mono-P5H, ainsi qu’avec la P5H bi-domaine. La mesure de la constante de dissociation Kp
pour ces partenaires nous permettrait de vérifier I'augmentation attendue de [I'affinité des
modulateurs pour les bi-P5H comparé aux mono-P5H. En effet, le passage de un a deux sites de fixation
fait intervenir le phénomene d’avidité discuté précédemment et qui devrait augmenter I'affinité
apparente des modulateurs pour les bi-P5H, d’une part en diminuant le ko (les deux domaines doivent
se décrocher simultanément pour qu’il y ait dissociation), et d’autre part en facilitant la fixation d’un
domaine de la bi-P5H si I'autre domaine est fixé sur le modulateur (augmentation de la concentration
effective localement au niveau du site de fixation). Les modulateurs (A12D3 et D3A12) ont été produits
biotinylés, et immobilisés a la surface d’une puce recouverte de streptavidine (voir matériel et
méthode). Les bi-P5H ont été utilisées comme analytes circulants.

Les résultats de ces expériences sont synthétisés Figure 53.
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Model Buffer

TOlong - AD

1:1 TBS-P20 26,9+0,7
1:1 PBS-P20 15+15
TOlong - DA

1:1 TBS-P20 6,3+£0,3
1:1 PBS-P20 21+12
OTlong - AD

1:1 TBS-P20 13,0+0,5
1:1 PBS-P20 5,7+0,2
OTlong - DA

1:1 TBS-P20 29+0,1
1:1 PBS-P20 57+0,2

Figure 53 : Etude des interactions entre les modulateurs et les bi-P5H par SPR

L’affinité des deux modulateurs A12D3 (noté AD) et D3A12 (noté DA) pour les deux modeles de bi-P5H reliés par le
linker long, Twt-Owt (noté TOlong) et Owt-Twt (noté OTlong) a été mesurée par SPR dans un tampon 20 mM Tris 300
mM NaCl 0.05% Tween (noté TBS-P20) ou dans un tampon Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Sigma) contenant
150 mM NaCl et complémenté avec 0.05% Tween (noté PBS-P20). Les données présentées ici ont été obtenues avec
un modele 1:1 qui rend compte de I'affinité globale d’un partenaire pour I'autre. Les bi-P5H biotinylées ont été

immobilisées sur des puces recouvertes de streptavidine, et les modulateurs ont été passés comme analytes.

Ces résultats montrent que globalement, les modulateurs fixent les deux bi-P5H de facon équivalente
(avec une légere préférence pour Owt-Twt long). On peut également noter que les interactions
semblent meilleures dans le tampon PBS 150 mM NaCl pour A12D3, alors qu’elles semblent meilleures
dans le tampon TBS 300 mM NaCl pour D3A12. Cette information pourrait nous renseigner sur la
nature des interactions puisque les interactions électrostatiques ont tendance a étre inhibées par
I"augmentation de la concentration en NaCl.

Ces expériences valident donc I’existence d’une interaction entre les modulateurs et les bi-P5H avec
une constante de dissociation de I'ordre de quelques nM, c’est-a-dire 3 ordres de grandeur de moins

que les Kp obtenus avec les mono-P5H.
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L’interaction simultanée des deux domaines du modulateur avec les deux domaines d’une bi-P5H est
donc possible et conduit effectivement a une interaction de forte affinité entre les bi-domaines. Cette
interaction des bi-P5H avec les modulateurs ayant été confirmée, I'objectif était désormais d’obtenir
la structure des complexes pour avoir acces aux surfaces d’interaction impliquées, et a I'orientation du

modulateur vis a vis de la bi-P5H.
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C. Cristallogenese des complexes bi-P5SH/modulateur

Des plaques 96 puits correspondant a des kits commerciaux ont été utilisées pour cristalliser les
complexes modulateur/bi-P5H. Cependant, ces cribles n’ont pas donné de cristaux a ce jour. Cela est
peut-étre di a la faible concentration des bi-P5H dans la goutte (1.3 mg/mL environ). En effet, les bi-
P5H (et les mono-P5H) sont difficiles a concentrer, et leur concentration s’arréte généralement autour
de 132 mg/mL, ce qui est un peu faible pour obtenir des cristaux. Une des pistes envisagées serait de
concentrer les bi-P5H avec les modulateurs pour voir si la présence d’un ligand permet de mieux
concentrer les bi-P5H et d’atteindre environ 10 mg/mL, concentration plus adaptée a I'obtention de

cristaux.
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D. Modélisation du modulateur avec AlphaFold

AlphaFold est le logiciel développé par I'entreprise DeepMind pour réaliser de la prédiction de
structure des protéines (Jumper, J. et al., 2021), et qui a conduit a une spectaculaire amélioration des
capacités de prédiction de structures, lors des tests de prédictions a I'aveugle CASP. Nous avons profité
de la mise a disposition publique trés récente du logiciel AlphaFold pour comparer a posteriori le
modele que nous avions cong¢u pour A12D3 au meilleur modele généré par AlphaFold (appelé rank_1)
ainsi qu’a la structure cristallographique. Les 3 structures ont été superposées par rapport a leur

domaine N-ter qui correspond a I'aRep A12 (Figure 54).

Figure 54 : comparaison de la structure d’A12D3 avec le modéle congu par I'équipe et le modele

généré par AlphaFold
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Il est intéressant de voir ici que est intermédiaire entre le modele que
nous avions concgu et la . Si on regarde le profil LDDT (Local Distance
Difference Test) (Figure 55), qui correspond a un indice de confiance position-dépendant donné par

AlphaFold, on remarque que I’hélice fusion entre les deux aReps est la zone la moins bien prédite.
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Figure 55 : profil IDDT des 5 meilleurs modeles générés par AlphaFold pour le modulateur A12D3

A partir de ce modeéle, nous avons exploré d’autres combinaisons de 5 résidus jugés sous-optimaux et
effectué une nouvelle prédiction avec AlphaFold a partir de la séquence mutée, appelée A12D3v2
(A12D3 version 2). Nous avons également utilisé la fonction de calcul d’énergie du logiciel FoldIt pour
comparer le niveau d’énergie des différents modéles. Avant I'avénement d’AlphaFold, Rosetta, dont
I’outil de calcul d’énergie est utilisé dans Foldit, était le logiciel permettant de prédire les structures
avec le plus de précision. Il est intéressant de noter qu’AlphaFold ne calcule pas I'énergie de la
protéine, ce qui peut causer des erreurs de prédiction lorsqu’on décide d’évaluer le repliement d’un
mutant par exemple. Nous avons donc décidé d’évaluer de facon complémentaire les modéles
proposés avec la fonction de calcul d’énergie de Rosetta implémentée dans Foldlt. Le modéle prédit
par AlphaFold pour A12D3v2 donne un score d’énergie plus faible (donc meilleur) que le modele que
nous avions généré. De méme, le profil IDDT des 5 meilleurs modeles générés par AlphaFold pour
A12D3v2 (Figure 56) montre un indice de confiance bien plus élevé, méme au niveau de I’hélice-fusion.
Ces analyses suggerent que si AlphaFold n’est pas un outil adapté au design de protéines comme I'est

Rosetta, cela peut constituer un outil utile de vérification indépendant et complémentaire (back
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checking) des séquences congues in silico. Il est remarquable d’observer que nous n’avions pas identifié
la structure exacte que AlphaFold propose, alors méme que dans I'outil de design utilisé son score de
stabilité est plus favorable que la meilleure solution que nous avions identifiée. Il est ensuite possible
de poursuivre I'amélioration du design (comme pour les substitutions que nous proposons pour la
version 2) par une approche itérative. Nous avons commandé un gene synthétique codant pour le
modulateur A12D3v2, dans le but d’obtenir sa structure cristallographique et de voir si les mutations

ont permis a la protéine de se replier selon le modele prédit par AlphaFold.
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Figure 56 : Profil IDDT des 5 meilleurs modeles générés par AlphaFold pour A12D3v2

135



Partie 3 : Applications de la bibliotheque de bi-
P5H
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La bibliothéque de bi-P5H et le modulateur ayant été produits, la suite de mon projet de thése a
consisté a vérifier d’'une part que la bibliothéque de bi-P5H pouvait donner des interacteurs de
plusieurs cibles protéiques non apparentées, et d’autre part, que le modulateur pouvait permettre de
moduler cette interaction. Dans ce but, des sélections par phage display ont été réalisées avec la
bibliothéque de bi-P5H contre I’eGFP, choisie comme protéine modele puis contre les cibles EpCAM et
TROP 2, des marqueurs de cellules tumorales circulantes.

Nous avons choisi de travailler sur I'eGFP pour établir la preuve de concept car c’est une protéine
stable, bien repliée, et qui a déja été utilisée comme cible par le laboratoire pour faire des sélections
d’aReps. Il sera donc possible de comparer les résultats obtenus avec la bibliotheque d’aReps
développée par le laboratoire et ceux obtenus avec la bibliotheque de bi-P5H développée pendant
mon projet de thése.

Par ailleurs, nous avons cherché a savoir si les interacteurs issus de la bibliothéque étaient capables de
reconnaitre des protéines membranaires. En effet, les sélections par phage display de protéines
membranaires sont réalisées sur des protéines solubilisées en détergent ou sur les domaines
extracellulaires de ces protéines. Les interacteurs issus de ces sélections ne sont pas toujours capables
de reconnaitre leur cible dans leur environnement naturel, c’est-a-dire a la surface des cellules. Cette
capacité a fixer des protéines de surface cellulaire a été évaluée pour la bibliotheque de bi-P5H comme
pour la bibliotheque d’aRep, puisqu’aucune de ces deux bibliotheques n’avait été utilisée pour ce type
de cible. Les cibles choisies pour répondre a cette question sont les protéines EpCAM et TROP 2, les

marqueurs de cellules tumorales circulantes présentés dans I'introduction.
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I. Evaluation de la bibliotheque de bi-P5H sur
I’eGFP

A. Sélection par phage display d’interacteurs bi-P5H contre
I’eGFP

Les sélections d’interacteurs par phage display ont d’abord été réalisées sur I'eGFP (Tsien, R. Y., 1998),
pour vérifier la capacité de la bibliotheque de bi-P5H a fournir des interacteurs d’une cible protéique.
L’eGFP est une protéine fluorescente rendue plus brillante que la GFP wild type par la substitution

S65T, et qui adopte également un repliement en tonneau B (Figure 57).

Figure 57 : structure cristallographique de I'eGFP (code PDB : 6YLQ) & 1.65 A

La protéine est représentée en cartoon, et le chromophore est représenté en stick. Le chromophore correspond aux résidus

65 a 67 et est responsable de la fluorescence de la protéine.

De I'eGFP possédant un His-tag en N-ter a été produite et purifiée (résultats non montrés) pour réaliser
les sélections.

L’eGFP ainsi produite a été immobilisée sur plaque selon un protocole décrit en détail dans le matériel
et méthode. Dans les grandes lignes, 'eGFP a été immobilisée par son His-tag grace a une molécule

appelée Tris-NTA (Tris- acide nitrilotriacétique) (BiotechRabbit), qui permet de capturer les protéines
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possédant un His-tag avec une forte affinité (Kp de I'ordre du nM) (Reichel, A. et al., 2007). Cette
molécule consiste en trois groupements NTA et peut étre biotinylée, ce qui permet de I'immobiliser
par de la streptavidine. Huit puits d’'une plaque ELISA ont donc été recouverts par de la streptavidine,
puis par du Tris-NTA biotinylé, ce qui a permis d'immobiliser I'eGFP possédant un His-tag. L'eGFP ainsi
immobilisée a été mise au contact des phages de la bibliotheque de bi-P5H, et apres plusieurs étapes
de lavages, les phages retenus sur I’eGFP ont été élués par I'application d’un pH acide (glycine pH 2.5).
Les phages ainsi élués ont été utilisés pour infecter des bactéries, dans le but de reconstituer un
ensemble de phages enrichi en phages interagissant avec I'eGFP, et c’est ce nouvel ensemble qui a été
utilisé lors d’'un deuxieme tour de sélection identique au premier. Aprés 3 tours de sélection,
I'ensemble de phages récupérés peut étre assez enrichi en phages interagissant avec la cible. Des
colonies isolées issues des tours de sélection 1, 2, et 3 ont alors été repiquées sur une plaque de culture
96 puits, et un phage ELISA clonal a été réalisé selon le protocole décrit dans le matériel et méthode.

Les résultats de ce phage ELISA clonal sont présentés Figure 58.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0,089 0,086 0,129 0,098 0,081 0,177 0,169 0,083 0,078 0,08 0,082 0,11
B 0,197 0,1 0,09 0,091 0,084 0,102 0,083 0,106 0,091 0,093 0,094 0,094
C 0,109 0,132 0,084 0,093 0,087 0,079 0,081 0,08 0,092 0,08 0,082 0,087
D ‘ 0,508 0,109 0,085 0,093 0,148 0,08 0,107 0,102 0,127 0,097 0,094 0,093
E 0, 193| 0,137 0,111 0,09 0,101 0, 1?J 0, 184| 0,111 0,142 0,154 0,143 0,078
F 0,092 0,097 0,085 0,119 0,097 0,08 0,112 0,088 0,145 0,09 0,086
G 0,129 0,122 0,08 0,096| 0,606 0,108 0,171 0,074 0,1 0,093} 0,331 0,079
H 0,181 0,094 0,08 0,094} 0,08 0,08 0,149 0,077 0,085 0,079 0,09 0,088

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,109 0,097 0,117 0,102 0,122 0,09 0,2 0,13 0,154 0,134 0,09 0,133
B 0,095 0,104 0,107 0,091 0,096 0,09 0, 089| 0,09 0,087, 0,083 0,082 0,097
C 0,133 0,098 0,1 0,167 0,128 0,085 0,08 0,102 0,081 0,109 0,09:
D 0,11 0,096 0,102 0,105 0,095 0,093 0,081 0,128 0,079 0,085 0,078 0,095/
E 0,148 0,128 0,116 0,087 0,093 0,089 0,15 0,126 0,082 0,082 0,076 0,106
F 0,112 0,093 0,1 0,1 0,108 0,079 0,104 0,098 0,126 0,09 0,084 0,086
G 0,157 0,113 0,13 0,136 0,14 0,086 0,133 0,083 0,08 0,087 0,128 0,112
H 0,105 0,091 0,105 0,09 0,126 0,113 0,154 0,12 0,101 0,088 0,086 0,091

Figure 58 : Crible des sélections bi-P5H contre I'’eGFP par phage ELISA clonal

Dans cette expérience I'eGFP est immobilisées sur deux plaques ELISA 96 puits dans les puits A, C, E, G. Les puits B, D, F, G ne
présentent donc pas la cible et servent a déceler les clones qui interagissent de fagon non spécifique. Ici, on a considéré que

I'interaction était spécifique a partir d’un ratio signal spécifique/signal aspécifique supérieur a 2.

96 clones de bi-P5H obtenus a I'issue de la sélection sont exposés sur phages et incubés dans chaque
puit (1 clone/puit). La présence des phages dans les puits est révélée a I'aide de I'anticorps anti-phage
M13 couplé a I'HRP. Le produit coloré formé dans la réaction catalysée par la peroxydase est visible et
quantifiable a 410 nm, et proportionnel au nombre de phages retenus dans le puit qui par
extrapolation peut étre associé a I'existence d’une affinité de la protéine exposée pour la cible. Sur les

96 clones testés, 8 semblent donner un signal spécifique (encadrés violet Figure 58) et ont été mis en
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culture pour extraire les phagemides correspondants. Leur ADN a été digéré par les enzymes de
restriction Bglll et Nhel afin de vérifier si ces interacteurs correspondaient a des P5SH mono-domaine

ou bi-domaines. Les résultats de cette double digestion sont présentés Figure 59.

1kb+ A7 9 c7 D5 D11 E7 F12

; .
3000 bp ——» ‘ﬁ“ﬂhh-

1000 bp —»

500 bp——» ! . g

| - __
Figure 59 : profil de migration par électrophorése des produits de digestion par Bglll et Nhel des

interacteurs bi-P5H issus des sélections contre I'eGFP
Environ 700 ng d’ADN doublement digéré par les enzymes de restriction Bglll et Nhel ont été déposés sur gel d’agarose 1%.
Pour la double digestion par les enzymes de restriction Bglll/Nhel d’une bi-P5H dans le vecteur pDip 3.0, on attend une bande
a 3030 pb et une bande a 928 pb. La méme digestion d’'une mono-P5H dans ce vecteur donne une bande a 3030 pb et une

bande a 559 pb.

On peut voir Figure 59 que les clones E9 et D5 semblent correspondre a des bi-P5H (bande a 928 pb)
tandis que les autres clones semblent correspondre a des mono-P5H (bande a 559 pb). Le clone A7
donne un fragment trop petit pour étre une mono-P5H et pourrait correspondre a un artefact de la
sélection, ou de I'ELISA.

Tous ces clones ont été séquencés. Les clones correspondant a des mono-P5H (C1, C7, D11, E7, et F12)
sont redondants et codent pour la méme protéine. Le clone E9 correspond bien a une bi-P5H mais
possede un décalage du cadre de lecture assez t6t dans sa séquence en acides aminés. Seul le clone
D5 correspond bien a une bi-P5H entiere.

On peut retenir de cette sélection qu’elle a permis de montrer que la bibliothéque de bi-P5H semblait
en mesure de fournir des interacteurs de cibles protéiques. En effet, a I'issue de la sélection, on a bien
obtenu la séquence d’une bi-P5H sélectionnée contre I'eGFP. La prochaine étape consiste donc a

confirmer 'interaction entre cette bi-P5H (D5) et I'eGFP pour valider la bibliothéque de bi-P5H.
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B. Etude des interactions bi-P5H sélectionnées/cibles par

tamis analytique

L'interaction entre la bi-P5H sélectionnée contre I’'eGFP (D5) et sa cible a tout d’abord été étudiée par
tamis moléculaire analytique. Il est en effet possible d’observer la formation d’un complexe par tamis
analytique car le complexe protéique, plus volumineux, aura un volume d’élution plus faible que celui
des protéines seules. Pour étudier cette interaction, la bi-P5H D5 (Figure 60, courbe bleue), 'eGFP
(Figure 60, courbe ), ou un mélange équimolaire des deux (Figure 60, courbe rouge) ont été
analysés par chromatographie d’exclusion analytique qui permet de séparer les molécules selon leur
taille. Les échantillons ont été injectés sur une colonne de chromatographie d’exclusion de taille

superdex s75 10/300 GL, et les profils d’élution obtenus sont représentés sur la Figure 60.

— D5
— eGFP

‘ — mélange D5-eGFP
204 ‘

12,14 mL

Absorbance a 280 nm (mAu)

0 5 10 15 20 25
Volume d'élution (mL)

Figure 60 : Etude de I'interaction eGFP-D5 par tamis analytique.
Profil d’élution d’une centaine de nanomoles de la bi-P5H D5 (courbe bleue), de I (courbe ), ou d’'un mélange
équimolaire des deux (courbe rouge) sur une colonne superdex 75 10/300 GL. L’absorbance a 280 nm est représentée sur

I’axe des ordonnées et le volume d’élution de I’échantillon est représenté en abscisse.

Le mélange équimolaire de D5 et eGFP donne deux pics, un dont le maximum est a 10.85 mL et un

autre dont le maximum se situe a 12.14 mL. Le premier pic a été élué a un volume plus faible (c’est-a-
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dire avec un rayon de Stokes plus élevé) que ceux obtenus avec les protéines seules. Ceci pourrait donc
a la formation d’'un complexe composé d’une copie du monomeére D5 et d’'une copie du monomere
d’eGFP. Pour vérifier cette hypothése, les fractions d’élution correspondant a chaque pic d’élution des
3 expériences ont été déposés sur gel d’acrylamide, et une électrophorése a été réalisée. Le profil de

Mélange
D5-eGFP

—
D5 eGFP 1 2 MM

<4—— 25kDa

Figure 61 : Etude de I'interaction D5-eGFP par tamis analytique.

migration est présenté Figure 61.

Les fractions collectées dans les différentes expériences de tamis (Figure 60) ont été déposées sur gel d’acrylamide pour
vérifier les protéines présentes dans chaque pic. On peut voir que le pic d’élution sortant a 10.85 mL (noté 1) lors du tamis
analytique du mélange D5-eGFP contient les deux protéines, confirmant ainsi la formation du complexe. Le pic sortanta 12.14

mL est noté 2.

La Figure 61 nous renseigne sur les protéines présentes dans chaque pic d’élution lors du tamis
analytique. Les deux protéines, D5 et eGFP, sont présentes dans la fraction qui correspond au premier
pic d’élution (10.85 mL) Figure 60. Cette expérience nous permet donc de dire que la bi-P5H D5
reconnait I'eGFP, contre laquelle elle a été sélectionnée, avec une affinité suffisamment forte pour que
le complexe soit visible en tamis analytique. Il serait intéressant de refaire cette expérience en
diminuant la quantité de D5 dans le mélange, pour qu’elle soit majoritairement dans le complexe et
ainsi voir disparaitre le pic d’élution de D5 seule.

L'interaction entre la bi-P5H D5 et I'eGFP ayant été confirmée, nous avons cherché a connaitre plus
précisément la constante d’affinité du complexe, en réalisant des expériences de Bi-layer

interferometry (BLI).
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C. Etude des interactions bi-P5H sélectionnées/cibles par BLI

Une fois cette interaction validée notre objectif a été d’'une part de déterminer quelle était I'affinité
de ce binder pour I'’eGFP et d’autre part si I'on pouvait moduler cette interaction avec le modulateur
allostérique A12D3.

L'interaction entre la bi-P5H D5 et I'’eGFP a tout d’abord été testée par BLI. Cette technique permet de
caractériser les constantes cinétiques d’une interaction, le kon et le ko de I'interaction, ce qui donne
acceés a la constante de dissociation du complexe Kp, égale au rapport kosi/kon (cf. Introduction). Pour
cela, 'eGFP a été produite biotinylée et fixée sur des sondes recouvertes de streptavidine. Ces sondes
ont alors été mises en contact d’une solution contenant différentes concentrations de la bi-P5H D5
(résultats non montrés).

On obtient un Kp de 16.4 £ 0.1 nM entre la bi-P5H D5 et I'eGFP, confirmant ainsi la capacité de la
bibliothéque a fournir des interacteurs de forte affinité pour des cibles protéiques.

Nous avons ensuite testé I'effet du modulateur allostérique sur cette interaction, en pré-incubant la
bi-P5H D5 avec le modulateur A12D3 avant de mettre ce mélange en présence de I'’eGFP immobilisée

sur la sonde streptavidine. Les résultats de ces expériences sont présentés Figure 62.
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Figure 62 : Mesure de I'effet du modulateur sur I'interaction eGFP-D5

Les résultats présentés Figure 62 montrent une forte diminution dans la fixation de la bi-P5H D5 sur
I’eGFP lorsque D5 est pré-incubée avec le modulateur A12D3. Cela témoigne donc de la capacité du
modulateur a inhiber I'interaction entre la bi-P5H et sa cible.
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A ce stade, nous avons pu montrer la capacité du modulateur a inhiber I'interaction entre une bi-P5H
et sa cible. Nous n’avons pas montré ici que le modulateur est capable de décrocher la bi-P5H lorsque
cette derniére est déja engagée dans un complexe avec sa cible. Des expériences complémentaires
sont donc nécessaires, et des expériences de « pull-down » et de purification de GFP non étiquetée

sont planifiées.
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Il. Evaluation de la bibliothéque de bi-P5H sur des

protéines membranaires

La capacité de la bibliothéque de bi-P5H a fournir des interacteurs de cibles protéiques ayant été
validée avec la cible eGFP, nous avons cherché a obtenir des interacteurs de protéines membranaires.
La purification de cellules entiéres fait en effet partie des potentielles applications de la bibliotheque
et nous avons déja discuté de I'intérét de purifier des CTCs dans I'introduction.

Les marqueurs choisis sont les protéines EpCAM et TROP 2. Ces protéines sont considérées comme des
marqueurs de cellules épithéliales, et ne devraient donc pas étre présents sur les cellules de la lignée
hématopoiétique qui se trouvent dans le sang, ce qui permet de discriminer des CTCs d’origine
épithéliales des cellules saines. Ces deux marqueurs sont donc régulierement utilisés comme
marqueurs des CTCs (Goldenberg, D. M. et al., 2018; Schnell, U. et al., 2013). EpCAM (ou TROP 1) et
TROP 2 sont deux protéines homologues (49% d’identité de séquence et 67% de similarité de
séquence) qui font partie de la famille des CAMs (cell adhesion molecules). Elles comportent toutes
deux un domaine transmembranaire. Leur domaine extracellulaire est riche en cystéines et composé
de trois domaines : un domaine thyroglobuline-like entouré d’un domaine EGF-like (epidermial growth
factor-like), et un domaine non apparenté a une famille connue de domaines. Cependant, pour EpCAM,
il a été montré que la fagon dont sont connectées les cystéines dans le domaine EGF-like n’est pas
retrouvé dans ce type de domaine et on peut questionner la classification de ce domaine comme un
domaine EGF-like. EpCAM possede 3 sites de N-glycosylation pour une masse moléculaire totale de
38kDa tandis que TROP 2 posséde 4 sites de N-glycosylation (dont deux partagés avec EpCAM) pour

une masse moléculaire totale de 50 kDa.
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A. Sélection par phage display d’interacteurs bi-P5H contre

EpCAM et TROP 2

Ces deux protéines sont ancrées a la membrane par une seule hélice transmembranaire. Les sélections
ont donc été réalisées sur leur domaine extracellulaire, qui peuvent étre produits de fagon soluble
indépendamment de la partie transmembranaire. Ces domaines extracellulaires ont été commandés
chez ACROBiosystems, qui les a produits glycosylées dans des cellules HEK293, avec un His-tag en C-
ter de la protéine (du c6té ou se trouve I’hélice transmembranaire dans la protéine entiere).

Les sélections ont été réalisées selon le méme protocole que pour la sélection contre I'eGFP.

Pour la sélection de bi-P5H contre EpCAM, nous n’avons pas observé une amplification du nombre de
clones sur boite a I'issue du premier tour de sélection. Cela peut signifier que la sélection d’interacteurs
bi-P5H contre EpCAM par phage display n’a pas fonctionné. Un phage ELISA en pool a été réalisé pour
vérifier que les quelques clones présents sur les boites ne correspondaient pas a des interacteurs
d’EpCAM, mais ces tests se sont révélés étre négatifs.

Plusieurs hypothéses permettraient d’expliquer que le phage display n’a pas permis d’obtenir
d’interacteur d’EpCAM. Tout d’abord, il est possible que la diversité de la bibliotheque ne soit pas
suffisante pour donner des interacteurs d’EpCAM. Une des solutions possibles pour y remédier serait
de réaliser le shuffling évoqué plus t6t dans le manuscrit (partie 1.1V), et qui consiste a mélanger entre
eux les domaines T et O de la bibliothéque pour générer de nouvelles combinaisons et recréer de la
diversité. Enfin, il est également possible que le probléme vienne des glycosylations (3 sites de N-
glycosylation sur EpCAM). On peut imaginer que les glycosylations viennent masquer des « épitopes »
qui autrement, seraient reconnus par les bi-P5H, réduisant ainsi la surface d’interaction potentielle et
rendant la sélection d’interacteurs plus compliquée. Enfin, il est possible que la protéine commandée
ne soit pas correctement repliée. ACROBiosystems fournit en effet les protéines sous forme
lyophilisée, et ce processus est peut-étre déstabilisateur pour la structure d’EpCAM.

Nous nous sommes concentrés sur l'autre cible d’intérét : la protéine TROP 2. La sélection de bi-P5H
contre TROP 2 a été effectuée toujours selon le méme protocole que pour I'eGFP, et a donné des
résultats positifs. Les résultats du phage ELISA clonal réalisé a I'issue des 3 tours de sélection sont

représentés Figure 63.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,17 0,089 0,074 0,158 0,307 0,08 0,376 0,322 0,317 0,306 0,242 0,415
B 0,08 0,095 0,105 0,172 0,092 0,083 0,099 0,081 0,073 0,07 0,085 0,076
C 0,18 0,096 0,128 0,247 0,218 0,244 0,203 0,119 0,175 0,121 0,096 0,123
D 0,09 0,112 0,083 0,097 0,086 0,079 0,071 0,083 0,071 0,074 0,074 0,072
E 0,16 0,206 0,075 0,156 0,143 0,229 0,272 0,344 0,075 0,274 0,166 0,251
F 0,09 0,096 0,085 0,084 0,071 0,084 0,093 0,101} 0,069 0,081 0,073 0,204
G 0,16 0,233 0,128 0,242 0,14 0,167 0,255 0,128 0,249 0,274 0,159 0,128
H 0,08 0,091 0,082 0,077 0,092 0,078 0,072 0,075 0,083 0,068 0,08 0,076

B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,101 0,101 0,136 0,15 0,119 0,184 0,137 0,113 0,064 0,27 0,268 0,143
B 0,07 0,081 0,073 0,084 0,073 0,068 0,07 0,07 0,066 0,066 0,062 0,172
C 0,159 0,205 0,206 0,204 0,175 0,136 0,194 0,175 0,121 0,082 0,158 0,495
D 0,082 0,081 0,094 0,073 0,073 0,071 0,069 0,074 0,07 0,073 0,072 0,142
E 0,065 0,149 0,201 0,329 0,352 0,134 0,114 0,373 0,096 0,098 0,157 0,296
F 0,072 0,078 0,078 0,058 0,084 0,077 0,073 0,081 0,072 0,069 0,077 0,076
G 0,19 0,163/.0,581 0,27 0,264 0,101 0,245 0,364 0,34 0,194 0,145 0,235
H 0,07 0,07 0,094 0,079 0,081 0,075 0,076 0,081 0,074 0,081 0,079 0,061

Figure 63 : Crible des sélections bi-P5H contre TROP 2 par phage ELISA clonal

Dans cette expérience le domaine extracellulaire de TROP 2 est immobilisé sur deux plaques ELISA 96 puits dans les puits A,
C, E, G. Les puits B, D, F, G ne présentent donc pas la cible et servent a déceler les clones qui interagissent de fagon non
spécifique. 96 clones de bi-P5H obtenus a I'issue de la sélection sont exposés sur phages et incubés dans chaque puit (1
clone/puit). La présence des phages dans les puits est révélée a I'aide de I'anticorps anti-phage M13 couplé a 'HRP. Le produit
coloré formé dans la réaction catalysée par la peroxydase est visible et quantifiable a 410 nm. On observe la reconnaissance

spécifique d’un grand nombre de clones bi-P5H pour TROP 2.

Pour beaucoup de clones, le signal spécifique (lignes A, C, E, G) est plus important que le signal
aspécifique (lignes B, D, E, H). On peut voir que beaucoup de clones donnent un ratio signal/bruit
supérieur a 2, ce qui est le seuil que nous avons fixé pour identifier les interacteurs potentiels. Tous les
clones avec un ratio signal/bruit > 2 ont été récoltés et séquencés.

Ces séquencages ont montré que tous les clones séquencés ont la méme séquence codant pour une
mono-P5H. Contrairement a la sélection de bi-P5H contre I'’eGFP, aucune bi-P5H n’a été identifiée
parmi les interacteurs. Dans un tel cas de figure, des stratégies alternatives sont proposées pour
générer des interacteurs bi-domaines. En effet, la libération de la cible implique d’avoir un interacteur
bi-domaine dont I'énergie de liaison soit partagée entre ses deux domaines. Il est cependant possible,
a partir de deux mono-P5H sélectionnées par phage display, de muter la face bi-hélicoidale (constante)
de I'une avec les résidus présents sur la (en Figure 64). La

face bi-hélicoidale de I'autre mono-P5H peut alors étre mutée avec les résidus présents sur la face bi-
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hélicoidale du domaine P5H O (en bleu Figure 64). Les deux mono-P5H ainsi mutées peuvent étre
fusionnées, ce qui permet de générer une bi-P5H reconnue par le modulateur allostérique, tout en
gardant les faces tri-hélicoidales des mono-P5H qui la compose et qui constituent la surface

d’interaction avec la cible.

C% éa -— W

Mono-P5H chimére T/O Mono-P5H chimére T/O bi-P5H T-O

Figure 64 : Ingénierie sur deux mono-P5H pour générer une bi-P5H

Si une seule mono-P5H est sélectionnée par phage display, le méme principe pourra étre mis en place.
La bi-P5H qui résultera de cette ingénierie pourra alors se fixer de fagon bivalente par le méme épitope

sur deux molécules cible distinctes, comme un anticorps.
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B. Sélection par phage display d’interacteurs aRep contre

TROP 2

Parallélement aux sélections de bi-P5H contre EpCAM et TROP 2, une sélection contre TROP 2 avec la
bibliothéque d’aReps développée par le laboratoire a été réalisée. La bibliotheque d’aReps a donné
des interacteurs pour plus de 40 cibles, mais la fixation sur cellules d’aReps sélectionnées contre une
protéine de surface cellulaire purifié n’avait jamais été testée.

La sélection a été réalisée dans les mémes conditions que les sélections réalisées avec la bibliotheque
de bi-P5H, et les résultats du phage ELISA clonal effectué a l'issue des trois tours de sélection sont

présentés Figure 65.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
17,119 10,885 1,448 2,105 1,712 17,850 14,698 1,865 13,164 1,593 21,742 20,439
1510 1,388 1,286 6,716 1,553 1,261 1,511 1,865 4,405 16,525 1,322 20,906
1,269 9,500 9,403 12,554 14,797 8,865 10,148 13,212 11,327 6,771 11,037 1,115
5667 1,610 9,032 9,950 4,400 8,604 6,480 14,628 8,900 14,340 1,417 1,148
4,695 0,864 7,950 5,276 10,907 5,845 3,082 7,467 6,222 6,630 9,629 16,852
2,544 2,017 1,373 12,030 1,061 1,519 9,880, 1,154 12,250 15,961 9,281 18,017
1,214 8,655 1,096 10,015] 1,113 14,019 16,554 7,245 14,135 14,364 8,140 10,063
7,556 7,583 8,118 8,091 8,292 10,633 11,204 11,192 12,192 13,115 15,211 14,000

IOTmmMmoO®>

Figure 65 : Crible des sélections aReps contre TROP 2 par phage ELISA clonal

Ce tableau représente le ratio du signal ELISA spécifique sur le signal ELISA aspécifique pour les 96
clones aReps criblés a I'issue de la sélection. La présence des phages dans les puits a été révélée a
I"aide de I'anticorps anti-phage M13 couplé a I’'HRP. Le produit coloré formé dans la réaction catalysée
par la peroxydase est visible et quantifiable a 410 nm. Chaque case correspond au ratio signal
spécifique / signal aspécifique d’un clone.

Le domaine extracellulaire de TROP 2 a été immobilisé sur une premiere plaque, tandis qu’une autre
plaque a servi a mesurer I'interaction non spécifique de chaque clone testé. Le ratio signal spécifique/
signal aspécifique pour chaque clone a été représenté Figure 65. On peut voir que beaucoup de clones
donnent un ratio signal/bruit trés élevé, ce qui rend compte d’une interaction spécifique des clones
testés. Ceux qui possédaient un ratio signal/bruit > 8 ont été envoyés au séquencage.

Comme pour la sélection des bi-P5H contre TROP 2, les résultats du séquencage ont montré que tous
les clones séquencés codaient pour la méme aRep. Ce résultat est inhabituel pour une sélection faite
avec la bibliotheque d’aRep. En effet, lors des sélections, plusieurs aRep sont généralement
sélectionnés contre les cibles (de 5 a 15 selon les sélections). Ce résultat suggére que la protéine TROP
2 est une cible particulierement difficile pour la sélection d’interacteurs, que ce soit des aReps ou des

bi-PH5. Notre hypothese pour expliquer cette difficulté de sélection repose sur la nature de la cible.
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En effet, TROP 2 est glycosylée contrairement aux cibles testées jusqu’ici avec la bibliotheque d’aRep.
Ces glycosylations pourraient rendre la surface de TROP 2 moins favorable a la reconnaissance par les
variants de la bibliothéque, en masquant des sites reconnus par les aReps ou les bi-P5H.

Il est également possible que ce soit la méthode de criblage des interacteurs qui ne permette pas
d’identifier toutes les bi-P5H ou toutes les aReps dirigées contre les cibles. Lorsqu’on réalise le phage
ELISA clonal, on crible un nombre restreint de clones (96 clones) par rapport au nombre de clones
totaux sélectionnés par phage display. |l est possible que dans notre cas, étant donné la nature difficile
de la cible étudiée, ce nombre ne soit pas suffisant pour identifier 'ensemble des interacteurs
sélectionnés.

Une des solutions envisagées pour caractériser les profils de sélection serait de réaliser du séguencage
nouvelle génération (NGS : New Generation Sequencing) sur la population de clones issus du tour 3 de
la sélection par phage display pour avoir accés a un répertoire exhaustif des séquences codant pour
des variants retenus sur la cible. Cette méthode permettrait d’avoir acces a I'ensemble des séquences
codant pour des variants sélectionnés par phage display. |l serait ainsi possible de comparer ces
séquences entre elles, et d’identifier des regroupements d’interacteurs qui varient tres peu les uns des
autres, et qu’on pourrait regrouper en « familles » d’interacteurs. Cette méthode pourrait renseigner
sur les positions les plus importantes pour l'interaction, et les positions mutables pour améliorer
I'interaction.

Pour résumer, les sélections contre la protéine TROP 2 ont donné deux interacteurs : une mono-P5H
appelée B1, et une aRep appelée Al. Nous avons par la suite cherché a savoir si ces interacteurs sont

capables de reconnaitre leur cible a la surface des cellules.
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C. Test de l'interaction sur cellules eucaryotes

Nous nous sommes intéressés a montrer que les interacteurs sélectionnés contre TROP 2 étaient
capables de reconnaitre la protéine native a la surface de cellules eucaryotes. En effet, les sélections
par phage display sont réalisées sur des cibles protéiques purifiées qui ne sont pas présentées dans
leur contexte cellulaire. Les interacteurs issus de telles sélections ne sont donc pas forcément aussi

affins pour la protéine telle que présentée a la surface des cellules.

Mise en place d’'un modele cellulaire exprimant TROP2-GFP

La premiéere étape a donc consisté a créer un modele d’étude présentant la protéine TROP 2 a la surface
des cellules eucaryotes. Comme TROP 2 est glycosylée, notre choix s’est porté sur un modele d’étude
eucaryote, les cellules HEK293. Les cellules HEK (Human Embryotic Kidney) sont des cellules
embryonnaires humaines immortalisées, et sont un bon modéle d’étude notamment par la facilité
avec laquelle elles peuvent étre transfectées (Pulix, M. et al., 2021). Cela permet de facilement
exprimer des protéines recombinantes, dans notre cas la protéine TROP 2. De plus, les cellules HEK293
non transfectées n’expriment pas TROP 2, ce qui permet de s’affranchir d’'une interaction basale. Nous
avons choisi pour notre systeme d’étude d’exprimer une protéine issue de la fusion entre TROP 2 et la
GFP. La fusion avec la GFP apporte en effet plusieurs avantages. Cela permet par une simple analyse
visuelle des plagues de culture au microscope de contréler si la transfection a fonctionné. De plus, cela
permettrait de visualiser une interaction entre TROP 2 et un interacteur couplé a un autre fluorophore
que la GFP, par co-localisation des signaux lumineux. Un plasmide codant pour la protéine TROP 2 dont
le domaine cytosolique a été fusionné a la GFP a donc été exprimé a partir d’un géne synthétique.

Des cellules HEK293 ont alors été transfectées selon un protocole décrit en détail dans le matériel et
méthode. Les cellules HEK293 ont été cultivées jusqu’a une confluence d’environ 80%, puis mises en
contact du plasmide codant pour TROP 2-GFP et de lipofectamine. La lipofectamine est un composé
de nature lipidique qui va entourer les molécules d’acides nucléiques (ici notre plasmide d’intérét) de
facon a les présenter dans un liposome chargé positivement. Cela facilite la fusion avec la membrane
plasmique des cellules, chargée négativement, et permet aux molécules d’acides nucléiques,
également chargées négativement, de passer la membrane plasmique malgré la répulsion
électrostatique. Le matériel génétique inséré dans les cellules peut alors étre intégré au génome, et
on parlera alors de transfectant stable. Si le plasmide n’est pas intégré au génome des cellules, il est
alors progressivement dégradé et les cellules transformées, qui peuvent exprimer une résistance a
I"antibiotique utilisé pour le criblage pendant quelques jours, sont appelées transfectants transitoires
puisqu’elles n’expriment que transitoirement le géne d’intérét. Dans notre cas, nous souhaitions

obtenir des transfectants stables, pour avoir des lignées cellulaires sur lesquelles nous pouvons
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travailler sans recommencer la transfection. Les transfectants stables ont été sélectionnés par
propagation sur un milieu contenant de la généticine, un antibiotique qui permet d’éliminer les cellules
n’ayant pas intégré le plasmide d’intérét a leur génome.

Les cellules HEK293 ainsi transfectées ont été observées au microscope pour déterminer si la

transfection avait été efficace (Figure 66).

A

Figure 66 : Culture des HEK293 transfectées par un plasmide

codant pour TROP 2-GFP vue au microscope

Les cultures de cellules HEK293 transfectées par le plasmide codant pour la fusion TROP 2-GFP ont été observées au
microscope. Un cliché a été pris en transmission de lumiére blanche (A) ou en présence d’un filtre qui ne laisse passer que les

longueurs d’ondes correspondant a I'émission de la GFP (B).

On peut voir Figure 66 que la culture présente un trés grand nombre de cellules fluorescentes, ce qui
traduit une transfection tres efficace. L’étape suivante a alors consisté a cultiver les cellules a un état
polyclonal, c’est-a-dire avec quelques clones (2 a 5) par puit. Ces lignées polyclonales ont été observés
au microscope pour déterminer lesquelles seraient les plus adaptées aux expériences de FACS. Cette
évaluation s’est faite selon deux critéres : I'intensité de fluorescence d’une part, et le rapport cellules
fluorescente / cellules non fluorescentes d’autre part. Les meilleures lignées ont alors été

sélectionnées pour réaliser les expériences de FACS.

Nous avons donc réussi a obtenir des lignées stables qui surexpriment la protéine fusion TROP 2-GFP,

et nous pouvons utiliser ce systeme pour tester I'interaction des deux protéines sélectionnées contre

TROP 2, la mono-P5H B1 et I'aRep Al.
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Etudes des interactions bi-P5H / Trop2 par FACS

Des expériences de FACS ont alors été réalisées avec la lignée polyclonale qui donnait le signal de
fluorescence le plus fort, en mettant les cellules exprimant TROP 2-GFP au contact de la mono-P5H
(B1) et de I'aRep (A1) issues des sélections contre TROP 2. Les interacteurs Al et B1 ont été produits
biotinylés et peuvent étre ainsi associés a de la streptavidine couplée a un fluorophore :
I’AlexaFluor680 (AF680) qui émet a 680 nm.

Dans un premier temps, nous avons étudié I'interaction des cellules HEK293 surexprimant TROP 2-GFP
avec I'aRep Al, afin de mettre au point le protocole pour les expériences de cytométrie en flux qui
sont nouvelles pour le laboratoire. L'interaction des cellules transfectées avec I'interacteur B1 sera
présentée ultérieurement.

Des cellules HEK293 surexprimant TROP 2-GFP ont été cultivées, puis incubées avec différentes
concentrations de I'aRep Al. Aprés une étape de lavage, la présence de Al a la surface des cellules a
été révélée par ajout de streptavidine-AF680 dans le tube contenant les cellules. Les échantillons ont
ensuite été analysés par cytométrie en flux, et les résultats de cette expérience sont synthétisés Figure

67.
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Figure 67 : Etude de I'interaction entre le mono-domaine Al et TROP 2 par FACS.

Les graphes présentés dans cette figure représentent I'intensité de la fluorescence a 680 nm en abscisse (AF680 APC-A700-
A) et le nombre de cellules comptées en ordonnée (count). Ces graphiques rendent compte de la présence de la streptavidine-

AF680, et donc par extrapolation, du ligand biotinylée a la surface des cellules HEK293 qui surexpriment TROP 2-GFP.
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Le monomeére de donne la meilleure intensité de fluorescence (signal décalé vers la droite),
tandis que les concentrations plus élevées (40 et 80 uM) donnent un signal légérement plus faible.
Dans I'ensemble, les trois concentrations testées pour le monomeére de Al donnent un signal presque
20 a 100 fois supérieur que I'aRep NS aux mémes concentrations. Un signal de fluorescence plus fort
rend compte d’un plus grand nombre de molécules de streptavidine a la surface des cellules, et donc
de ligand biotinylé. Cette premiére expérience semble donc montrer une interaction spécifique de
I'aRep Al avec la protéine TROP 2 présente a la surface des cellules. Nous avons alors cherché a savoir
s’il était possible d’augmenter la sensibilité de la détection par un effet d’avidité.

La streptavidine possédant 4 sites de fixation pour la biotine, nous avons incubé la streptavidine-AF680
avec 4 équivalents molaire d’aRep Al avec pour objectif de créer des multimeéres fluorescents
d’interacteurs. La formation de ces multiméres fluorescents d’interacteurs devrait augmenter I'avidité
de ces derniers pour la cible, et ainsi minimiser le décrochage des interacteurs lors des étapes de

lavage. Les résultats obtenus avec les multimeres sont présentés Figure 68.
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Figure 68 : Etude de la spécificité de I'interaction entre les multimeres de A1 et TROP 2 par FACS.

On observe une fixation des multimeéres fluorescents de A1 méme a la concentration la plus faible (
). Uinteraction semble a nouveau spécifique, puisque le multimére d’aRep non spécifique donne
un signal au moins 10 fois plus faible qu’avec le multimere de Al. L'intensité su signal de fluorescence

semble corrélé a la concentration du multimére fluorescent, méme pour les aReps non spécifiques.
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Nous avons montré que les multiméres d’interacteurs étaient capables d’interagir avec les cellules
HEK293 surexprimant TROP 2-GFP, méme a de faibles concentrations. Pour s’assurer de la spécificité
de l'interaction, nous avons réalisé une compétition avec un complexe non fluorescent entre de la
streptavidine non marquée et l'interacteur Al. Les résultats de cette compétition sont présentés

Figure 69.
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Figure 69 : Compétition entre un multimeére fluorescent et un multimére non fluorescent de Al

Des cellules HEK293 surexprimant TROP 2-GFP ont été incubées avec le multimeére fluorescent de Al a 33 nM (courbe A) ou
avec un multimere fluorescent d’'une aRep non spécifique a 33 nM (courbe B). Une pré-incubation des cellules HEK293
transfectées avec un multimere non fluorescent de Al avant de les incuber avec le multimere fluorescent de Al a été effectué
pour obtenir les courbes C et D. Le multimére non fluorescent est 15 fois plus concentré que le multimere fluorescent, soit

495 uM contre 33 nM (courbe C) et 1500 nM conte 100 nM (courbe D).

Dans cette expérience, les cellules HEK293 surexprimant TROP 2-GFP ont été mises en contact avec le
multimere fluorescent de Al (A), ou pré-incubées avec un multimere non fluorescent de Al (C et D)
avant la mise en contact avec le multimere fluorescent de Al. On peut voir que la pré-incubation des
cellules avec un multimére non fluorescent de Al avant la mise en contact avec le multimére
fluorescent de Al (C et D) provoque un décalage de l'intensité de fluorescence vers la gauche par
rapport a la méme condition sans la pré-incubation (A), synonyme d’une fluorescence moins intense.
Cela témoigne donc de la capacité du multimére non fluorescent de Al a inhiber de fagon compétitive
la fixation du multimere fluorescent de Al a la surface des cellules HEK293 qui surexpriment TROP 2-

GFP, et montre la spécificité de I'interaction entre Al et la protéine TROP 2 a la surface des cellules.
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Globalement, ces expériences montrent la spécificité de I'interacteur Al pour la protéine TROP 2 dans
son état natif, a la surface des cellules. Ces résultats sont encourageants, et nous cherchons
maintenant a développer une interaction modulable a partir de I'aRep Al. Une des pistes envisagées
consiste a placer un site de coupure spécifique de la protéase 3C dans I'une des boucles situées entre
deux motifs interne de I'aRep Al. L'interaction pourrait alors étre modulée par ajout dans le milieu de
la protéase 3C, puisque celle-ci séparerait la surface d’interaction de I'aRep en deux moitiés, ce qui
favoriserait sa dissociation de la cible. Une autre possibilité consisterait a utiliser un interacteur de la
face convexe des aReps (non diversifiée) pour constituer un modulateur de la méme fagon que le
modulateur de la bibliotheque de bi-P5H. Cela supposerait toutefois de disposer d’aRep dont la surface
non fixatrice ait été modifiée et qu’un interacteur spécifique de cette surface modifiée soit généré.

Par la suite, nous avons étudié l'interaction des celulles HEK293 surexprimant TROP 2-GFP avec la
mono-P5H B1. Les résultats préliminaires réalisés a 4°C n’ont pas donné de résultats. Une expérience
a température ambiante a alors été réalisée en présence d’azide de sodium pour inhiber les
mouvements membranaires et éviter l'internalisation de [Iinteracteur. Les résultats de cette

expérience sont présentés Figure 70.

multi-sample ; All Events

T [l streptavidine-AF680 370 nM + aRep NS 1.6 uM
. streptavidine-AF680 370 nM + aRep Al 1.6 uM
o B streptovidine-AF680 370 nM + PSH B1 1.6 uM
L]
[
=
=
[}
o]
=
=
—
= |||||||| TTTTI T T TTTI] i
107 10° 10° 108 108

AFGE0 APC-ATOO-A

Figure 70 : Etude de I'interaction entre les cellules HEK293 surexprimant TROP 2-GFP et les

interacteurs Al et B1 3 20°C

Les signaux obtenus pour les interacteurs Al et B1 sont comparables, et décalés par rapport au signal
obtenu avec I'aRep NS. Des expériences supplémentaires sont en cours pour l'interacteur B1 qui n’a

pas été aussi bien caractérisé que Al. En effet, I'interaction observée a température ambiante dans
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|'azide de sodium n’a pas été reproduite a 4°C, et une mise au point du protocole est donc nécessaire
pour étudier cet interacteur. La différence observée en fonction de la température pourrait s’expliquer
par la tendance des P5H a précipiter a froid. En effet, les P5H naturelles viennent d’un organisme
thermophile, et cette ossature a donc été optimisée pour des températures élevées, ce qui pourrait
expliquer son instabilité dans un milieu froid.

Les résultats obtenus pour B1 sont encourageants puisque dans les mémes conditions I'aRep Al, qui
par ailleurs interagit de maniere spécifique avec TROP 2 méme a faible concentration, donne le méme
signal. La suite du projet consiste donc a optimiser le protocole de cytométrie en flux pour étudier
I'interaction de la protéine B1 avec la protéine TROP 2 ancrée a la membrane plasmique, notamment

en réalisant I'expérience a 37°C.
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V. Bilan et perspectives

A. Conception et construction de la bibliotheque de bi-P5H

Les travaux réalisés durant ce projet de thése ont permis de valider le protocole mis au point pour
construire une bibliotheque de protéines bi-domaine, nouvelle au laboratoire. La taille obtenue pour
la bibliothéque (1.4.10° variants) est satisfaisante et en accord avec la taille des bibliothéques
compatibles avec le phage display (Carmen, S., 2002). Peu d’interacteurs ont été obtenus pour les
sélections réalisées jusqu’ici, ce qui pourrait étre attribué a une diversité trop faible au sein de la
bibliothéque. Si ce probleme venait a se confirmer dans les sélections a venir, nous avons une solution
qui permet de générer de la diversité a partir de la bibliotheque actuelle. En effet nous avons placé des
sites Bbsl de part et d’autre du domaine P5H T dans la bibliotheque. Ceci qui offre la possibilité de
réaliser un shuffling qui permettra de générer de la diversité en associant de nouvelles paires de
domaines P5H T et P5H O entre eux. Ce processus peut permettre d’augmenter le nombre de cibles
reconnues par les variants issus de la bibliotheque si la diversité de la bibliotheque initiale venait a étre
limitante pour I'obtention d’interacteurs.

Dans la bibliothéque, 56.4% de clones codants pour des pentahélines sont correctement insérées dans
le phagemide, dont plus de deux-tiers de bi-domaines. Ce chiffre est comparable a la premiére
bibliothéque d’aReps développée par le laboratoire, qui avait donné 63% de clones correctement
insérés pour une bibliothéque de 3.108 clones (Urvoas, A. et al., 2010). Par la suite, cette bibliothéque
a été optimisée par une filtration des phages exposant une protéine entiere via leur FLAG-tag, puis par
une étape de shuffling pour recréer de la diversité. Cette librairie optimisée de 1.7.10° clones contient
93% de clones correctement insérés dans le phagemide (Guellouz, A. et al.,, 2013), et ce type
d’optimisation pourrait tout a fait étre réalisé avec la bibliotheque de bi-P5H. En effet, il est possible
de filtrer les phages exposant une protéine entiere grace au HA-tag présent en N-ter des bi-P5H, et
nous avons déja discuté de la possibilité d’effectuer une étape de shuffling pour recréer de la diversité.
Dans la bibliothéque de bi-P5H, un tiers des séquences codantes insérées dans le phagemide sont des
mono-domaines. Cependant, il est possible de générer des bi-P5H a partir de deux mono-P5H
reconnaissant des épitopes différents. Pour rappel, les mono-P5H de la bibliothéque sont des chiméres
issues de I'appariement aspécifique des oligonucléotides codants pour la partie C-ter du domaine P5H
O sur les oligonucléotides codants pour la partie N-ter du domaine P5H T. Nous avons discuté de la
facon dont il est possible de générer une bi-P5H a partir d’'une ou deux mono-P5H, ce qui permet de
valoriser les mono-P5H de la bibliothéque. Une autre application intéressante de la bibliotheque de bi-

P5H serait de pouvoir facilement obtenir des interacteurs de deux épitopes non chevauchants sur une
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cible. En effet lors d’une sélection par phage display, les deux domaines d’une bi-P5H ne peuvent pas
interagir simultanément sur le méme épitope, et nous espérons donc que la sélection favorisera
I’obtention de bi-P5H qui interagissent par leurs deux domaines sur des épitopes non chevauchants.

Enfin, I'aboutissement de cette construction vient confirmer I'expertise du laboratoire dans la
conception de bibliothéques de protéines artificielles complexes, depuis le choix d’une ossature
protéique robuste jusqu’a la stratégie d’assemblage des oligonucléotides dégénérés. La réussite de cet
assemblage repose sur I'assemblage de 13 oligonucléotides sens, dont 6 sont dégénérés, et qui doivent
s’hybrider dans I'ordre grace a 13 oligonucléotides anti-sens pour générer une bi-P5H entiére et
fonctionnelle. Le pourcentage de bi-P5H dans la bibliotheque finale est donc la preuve que ce protocole

pourtant compliqué est opérationnel.
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B. Conception du modulateur allostérique

La conception du modulateur allostérique a constitué la partie la plus ambitieuse de mon projet de
thése d’un point de vue technique. Le concept qui a conduit a construire la bibliotheque de bi-P5H
repose en effet sur la capacité des interacteurs de la bibliotheque a pouvoir libérer leur cible en
interagissant avec un modulateur allostérique. Dans cette optique, nous avons décidé de concevoir
une protéine capable de fixer simultanément les deux domaines des interacteurs de la bibliothéque.
Cependant, pour que le modulateur soit générique, c’est-a-dire, que la méme molécule puisse interagir
avec tous les variants de la bibliothéque, il a fallu imaginer une stratégie pour que le modulateur
reconnaisse spécifiquement la face bi-hélicoidale, c’est-a-dire la face constante des P5H. De ce point
de vue, la stratégie employée pour orienter la sélection vers des interacteurs de la face constante des
P5H est un succes, puisque la structure obtenue pour le complexe A12-Tmut montre une interaction
majoritairement au niveau de la face bi-hélicoidale de la P5H, avec une implication de la tyrosine
ajoutée pour jouer le role de hot spot d’interaction (Chen, J. et al., 2013). Un jeu de données 3 2.6 A a
également été collecté trés récemment pour le complexe D3-Owt, mais la structure n’a pas encore été
résolue a ce jour. De plus, des tests d’exposition sur phages ont été réalisés sur la bibliotheque finie,
en comparant la capture des phages de la bibliotheque par I'anticorps anti-HA-tag ou par les deux
modulateurs A12D3 et D3A12. Ces tests ont montré que les modulateurs capturaient 10° phages sur
10° présentés, soit un taux de capture de 1/10000. En comparaison, I'anticorps anti-HA-tag capturait
environ 10° phages sur 10° présentés, soit un taux de capture de 1/1000. Cette expérience confirme la
capacité des modulateurs a interagir avec des variants de la bibliotheque qui ne présentent pas la
méme face tri-hélicoidale, ce qui implique que la surface d’interaction soit au niveau de la face bi-
hélicoidale. La différence de taux de capture observée entre les modulateurs et I'anticorps anti-HA-tag
peut s’expliquer par le fait que I'anticorps reconnait seulement le HA-tag, qui ne présente pas de
structure secondaire. Une protéine dénaturée devrait donc étre reconnue de la méme fagon qu’une
protéine correctement repliée. A I'inverse, les modulateurs reconnaissent les protéines correctement
repliées, mais pas les protéines dénaturées ou mal repliées. Une autre hypothése pour expliquer cette
différence de taux de capture pourrait étre que la diversité au niveau de la face tri-hélicoidale puisse
induire chez certains variants de la bibliothéque un léger changement conformationnel a distance au
niveau de la face bi-hélicoidale, diminuant ainsi I'affinité du modulateur pour les P5H concernées.

Ces résultats encourageants nous ont également permis de progresser vers la conception d’une fusion
rigide entre deux aReps, en utilisant comme élément de jonction une superposition d’hélice suivie
d’une adaptation de la séquence. Il est difficile de concevoir une protéine-fusion dont le site de

jonction adopte une structure définie, et lorsque la conception d’une telle protéine fusion est une
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réussite, cela implique souvent un calcul intensif de minimisation de I'énergie de la protéine a I'aide
(Wu, Y. et al., 2017). Si le modeéle que nous avons congu ne se superpose pas parfaitement a la
structure, I'objectif initial de créer une fusion rigide entre deux aReps via une hélice a a été rempli.
L’équipe MIP ne dispose pas d’une expertise en conception ab initio de structures de protéines. Cette
conception in silico a donc été réalisée par assemblage modulaire a partir de données structurales sur
les aReps. Il est donc trés encourageant de constater que le modéle que nous avons congu
rationnellement est proche de la structure cristallographique, et proche du modele généré par
AlphaFold. La modélisation réalisée avec AlphaFold nous a également donné une piste d’amélioration
du design, et les séquences ainsi concues permettront d’évaluer si la version 2 du modulateur A12D3
correspond a la structure congue.

Concernant la libération de la cible des bi-P5H par le modulateur, les résultats préliminaires obtenus
en BLI ont permis de montrer que le modulateur inhibait la fixation de la bi-P5H sur sa cible. Pour
évaluer la capacité du modulateur a décrocher une cible d’intérét en complexe avec son interacteur

bi-P5H, nous avons programmeé une expérience dont le principe est présenté Figure 71.

Modulateur
A12D3

T tren

Contaminants

+ + His-tag % Bi-PSH
ti-eGFP
Fraction soluble Ty anti-e
contenant 'eGFP Modulateur
I vis-tag ICETTE Histag I His-tag

eGFP

T Twin serep Twin-Strep
I His-tag I Histag IEEEN Histag His-tag His-tag
| v | Ni-NTA

o < <o

Figure 71 : Principe de la purification d’une protéine sans étiquette avec la bibliothéque de bi-P5H

Dans cette expérience, la bi-P5H D5 sélectionnée contre I’eGFP est immobilisée sur une résine Ni-NTA
par son His-tag (Figure 71.A). La fraction soluble d’une culture bactérienne contenant de I'eGFP est
alors déposée sur la colonne, et I'eGFP est capturée par la bi-P5H tandis que les contaminants sont
lavés (Figure 71.B). L’ajout du modulateur sur la colonne doit alors permettre de libérer I'eGFP, qui est
collectée avec un exces de modulateur (Figure 71.C). Pour obtenir la protéine pure, le modulateur qui

posséde une étiquette Twin-Strep peut étre capturé par des billes magnétique recouvertes de
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streptactine, ce qui permet de récupérer un surnageant contenant I’eGFP native et sans étiquette. Le
principe de cette expérience peut étre généralisé a toute protéine soluble pour laquelle il existerait un
interacteur bi-P5H. La purification de protéines non étiquetées représente un enjeu important pour
les structuralistes, ainsi que dans I'industrie pharmaceutique. En effet, la présence d’une étiquette sur
les protéines est parfois suspectée de jouer un role dans l'interaction de certaines protéines, ou d’étre
source d'immunogénicité. Si une étiquette est utile a la purification des protéines, elle est souvent
clivée a I'aide d’une protéase apres I'étape de purification pour obtenir la protéine dans son état natif,

et la bibliotheque de bi-P5H pourrait donc permettre de s’affranchir de cette étape.
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C. Applications de la bibliotheque de bi-P5H

Enfin, les sélections réalisées avec la bibliotheque de bi-P5H ont permis d’obtenir un interacteur bi-
domaine contre I'eGFP (D5) et un interacteur mono-domaine contre la protéine TROP 2 (B1).
L'interaction de ces P5H avec leur cible a été vérifiée par BLI, tamis analytique, ou par FACS, ce qui a
permis de valider la bibliothéque créée comme répertoire capable de fournir des interacteurs de cibles
protéiques non apparentées. Ces résultats confirment la capacité du laboratoire a créer des
bibliothéque complexes, puisque la bibliotheque créée est composée majoritairement de protéines bi-
domaines qui sont reconnues par une méme protéine, le modulateur.

Les expériences de FACS ont nécessité la mise en place d’'un modéle cellulaire, les HEK293. Ces cellules
ont été transfectées avec le plasmide codant pour la fusion entre la protéine TROP 2 et la GFP, et des
transfectants stables ont pu étre cultivés sous forme de lignée stable. La mise en place de ces lignées
cellulaires constitue également un résultat important pour le laboratoire, puisque cela a permis de
développer la compétence de I'équipe sur les cellules eucaryotes et que les lignées mises en place
peuvent servir a de futures expériences pour les interacteurs de TROP 2.

Sil'interaction de D5 avec I'eGFP a été étudiée par I'intermédiaire de plusieurs techniques, I'interaction
de B1 avec TROP 2 doit cependant encore étre caractérisée. En effet, nos efforts se sont d’abord
concentrés sur I'aRep Al, également sélectionnée contre TROP 2, car c’est I'interacteur qui a donné
les meilleurs résultats préliminaires, et que sa caractérisation nous permet de mettre au point le
protocole d’étude d’interaction par FACS. Cette technique est nouvelle pour le laboratoire, et les
résultats obtenus avec Al nous permettent d’acquérir I'expertise nécessaire pour mener a bien I'étude
de l'interaction entre B1 et TROP 2. Les études d’interaction se faisant généralement sur des protéines
purifiées et non sur des protéines ancrées a la membrane cellulaire, les premiers résultats obtenus qui
semblent montrer une interaction spécifique avec la protéine ancrée dans la membrane constituent
une avancée importante.

Ces interacteurs pourraient alors servir a la purification de divers composants, allant des protéines aux
cellules. Au niveau protéique, la bibliotheque de bi-P5H pourrait permettre la purification de protéines
non étiquetées comme discuté précédemment. Au niveau cellulaire, il serait possible de réaliser la
purification de cellules a haute valeur ajoutée comme les cellules tumorales circulantes, les
lymphocytes T, ou les cellules souches. La purification de cellules entieres pourrait étre réalisée en
immobilisant les bi-P5H soit sur des billes magnétiques, ce qui s’apparenterait au MACS (cf.
Introduction), ou sur une surface de polysaccharide de type dextran pour mimer une purification

d’affinité sur colonne.
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Les travaux réalisés au cours de ce travail de theése a permis d’explorer des conceptions innovantes en
ingénierie des protéines, et I'’équipe dans laquelle a été réalisé ce travail va maintenant s’attacher a

explorer les applications qu’il est possible de réaliser avec ces outils nouveaux.
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Les bibliothéques de protéines associées aux méthodes d’évolution dirigée fournissent un moyen
efficace d’explorer de facon expérimentale un vaste espace des séquences, mais centré autour d’une
architecture protéique stable, pour trouver une protéine qui posséde des propriétés particulieres,
comme la fixation d’un partenaire spécifique. Les progrés réalisés dans les domaines des
biotechnologies et de la biologie moléculaire ont permis de créer des bibliothéques de grande taille,
et le répertoire de bibliotheques disponible aujourd’hui permet d’obtenir rapidement des interacteurs
pour une cible d’intérét.

C’est dans ce contexte que nous avons développé une nouvelle bibliotheque de protéines artificielles,
comportant non pas un mais deux domaines de reconnaissance, dans le but de créer un outil de
reconnaissance moléculaire qui puisse présenter une plasticité conformationnelle, lui permettant ainsi
d’étre modulable. Nous avons également concu, produit et caractérisé une molécule effectrice
susceptible d’affecter de facon générique I'affinité des interacteurs sélectionnés pour leur cible. Les
résultats obtenus sont encore préliminaires, en ce sens que la capacité de la bibliothéque a générer
des interacteurs contre de nombreuses cibles cellulaires n’a pas été encore démontrée. Elle I'a
seulement été sur une cible modele : I'eGFP. Cette bibliothéque a été concue pour étre améliorée et
diversifiée par recombinaison de facon efficace. Il sera donc essentiel d’exploiter cette possibilité et
d’évaluer le potentiel de la bibliotheque ainsi diversifiée. |l restera également a démontrer I'efficacité
du modulateur sur les interacteurs spécifiques de cibles variées, et a tester les applications de ces
nouveaux outils, par exemple en biologie cellulaire. Le concept exploré dans ce travail de thése peut
étre également abordé sous un angle différent : puisque la bibliotheque d’aReps, ou d’autres comme
les bibliotheques de DARPins sont des sources génériques d’interacteurs, il serait utile de développer

une solution générique pour les rendre modulables.

Une autre fagon d’explorer I'espace des séquences est d’en réaliser une exploration computationnelle,
en calculant I'énergie associée a un arrangement tridimensionnel d’une séquence d’acides aminés.
L'hypothése de Christian B. Anfinsen (Anfinsen, C. B., 1973), qui suppose que la structure d’une
protéine correspond a sa conformation de plus basse énergie, suggere qu’il devrait étre possible de
prédire la structure d’une protéine en calculant I'arrangement spatial de sa séquence d’acides aminées
qui possede I'énergie la plus basse. Cependant cette possibilité est restée longtemps non réalisée tant
le probleme est complexe. En effet, la réussite de cette prédiction dépend d’une part de I'efficacité de
I’exploration conformationnelle, et d’autre part de la justesse du modele mathématique qui attribue
un score d’énergie a une conformation donnée. Le logiciel Rosetta développé par le groupe de David
Baker a été développé initialement avec cet objectif de prédiction de structure(Park, H. et al., 2019).
Cependant, Rosetta permet d’aller plus loin et de faire le cheminement inverse, c’est-a-dire de trouver

la séquence d’acides aminés qui permet de donner une structure prédéfinie (Baker, D., 2019). Cette
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application parait extrémement importante, puisqu’elle permet de concevoir des protéines qui n’ont
jamais existé dans la nature, et donc de dépasser les limites du répertoire des protéines naturelles. En
effet, la nature n’a exploré qu’une petite fraction de I'espace des séquences (Huang, P.-S. et al., 2016),
les protéines naturelles étant soumises a une pression de sélection basée sur leur fonction biologique.
Cette derniére notion explique d’ailleurs pourquoi les protéines concues de novo sont généralement
plus stables que les protéines naturelles qui n’ont pas été soumises a une pression de sélection sur
leur stabilité thermique (Baker, D., 2019). De nouvelles ossatures artificielles ont été congues par le
groupe de David Baker (Koepnick, B. et al., 2019; Rocklin, G. J. et al., 2017) et pourraient servir de base
a la création de nouvelles bibliotheques de protéines artificielles, puisqu’elles possedent une grande
stabilité thermique.

Le logiciel AlphaFold développé par I'entreprise DeepMind et récemment publié, a dépassé Rosetta
dans les compétitions CASP (Jumper, J. et al., 2021), ouil s’agit de prédire la structure tridimensionnelle
a partir de la seule séquence d’acides aminées. AlphaFold utilise le machine learning et des
alignements multiples de séquences pour prédire avec une efficacité jusque-la jamais atteinte la
structure tridimensionnelle des protéines a partir de leur seule séquence. AlphaFold n’est pas, ou pas
encore, développé pour la conception de protéines artificielles ou pour la création d’interactions
nouvelles. Lors de notre travail nous avons pu illustrer, a travers un exemple, la complémentarité des
approches de type intelligence artificielle qui explore d’une fagon nouvelle I’espace des conformations,
et les approches de modélisations type Rosetta, qui permettent d’évaluer la qualité d’un design sur
des critéres d’énergie. En effet, s'il intégre implicitement de trés nombreuses régles observées dans
les structures de protéines, AlphaFold n’est pas guidé explicitement par une grandeur reliée a I'énergie
de la protéine. Des tests simples montrent par exemple que ce n’est pas un outil adapté pour évaluer
les effets d’'une mutation sur la stabilité d’une protéine. Il est donc vraisemblable que les années qui
viennent conduiront a une convergence des outils de prédiction utilisant les concepts de 'intelligence
artificielle et des outils de conception (design) de séquence utilisant des procédures d’exploration et
des fonctions de score qui ont préalablement démontré leur efficacité. Rosetta a par ailleurs
commencé a inclure le machine learning dans un outil baptisé trRosetta qui utilise un réseau neuronal
convolutionnel pour prédire les distances et les contacts inter-résidus a partir de d’alignements
multiples de séquences. L’utilisation de trRosetta associée a Rosetta a donné de meilleurs résultats par
rapport a leur utilisation isolée (Baek, M. et al., 2021; Yang, J. et al., 2020).

Le succés de ces méthodes computationnelles peut poser la question de I'utilité future des
bibliothéques de protéines, qui explorent I'espace des séquences de facon expérimentale en créant
physiquement un répertoire de protéines diversifiées. L’espace des séquences exploré par les calculs
in silico est en effet beaucoup plus vaste, et ces méthodes ont connu une progression fulgurante au

cours des derniéres années. Actuellement la conception uniquement par le calcul de protéines fixant
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spécifiqguement et a haute affinité une cible donnée n’est pas opérationnelle. En revanche plusieurs
travaux, dont ceux du groupe de David Baker, montrent que les approches de design associées a des
approches de tri d’'un grand nombre de solutions sont tres efficaces. L'épidémie de COVID-19
(Coronavirus Disease 19) est un bon exemple pour comparer sur un cas réel I'efficacité des différentes
options possibles pour générer des interacteurs spécifiques. En effet, a partir du début de I'année
2020, un tres grand nombre de laboratoires se sont intéressés a trouver des interacteurs des protéines
de surface du SARS-Cov-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) afin d’inhiber I'entrée
du virus dans les cellules des voies respiratoires humaines. L’entreprise Molecular Partners exploitant
les DARPins développées par le groupe d’Andreas Plickthun, a par exemple utilisé la bibliotheque des
DARPins pour isoler un ensemble d’interacteurs, puis les a exploités pour construire un interacteur
multi-domaine constitué de la fusion de 3 DARPins, chacune dirigée contre un domaine différent de la
protéine spike du SARS-CoV-2 (Walser, M. et al., 2020). La protéine spike est responsable de la fusion
du virion avec les cellules respiratoires de I’hote en interagissant avec le récepteur humain ACE2
(Angiotensin-Converting Enzyme 2) (Cai, Y. et al., 2020), et les interacteurs de spike peuvent donc
constituer des inhibiteurs de I'infection virale. L'équipe MIP a également réalisé des sélections par
phage display sur la bibliotheque d’aReps pour obtenir en quelques semaines des interacteurs
possédant une haute affinité pour la protéine spike (travaux non publiés). Les aReps ont été testés
avec succes a la fois sur des modeles cellulaires et sur des modeles animaux. Enfin, le groupe de David
Baker a congu par des approches de calcul un grand nombre de candidats interacteurs potentiels du
domaine RBD (Receptor Binding Domain) de la protéine spike. Mais pour identifier les solutions
optimales parmi I’ensemble des séquences congues théoriquement il a été nécessaire de synthétiser
des bibliotheques de genes correspondant a I'ensemble de ces designs, puis de les cribler par
exposition sur levure (yeast display). Cette stratégie a permis d’identifier des interacteurs de ce
domaine avec des affinités allant de 100 nM a 2 uM. Des étapes de maturation d’affinité ont permis
d’obtenir 10 interacteurs possédant des affinités trés élevées, allant du picomolaire au nanomolaire
(Cao, L. et al., 2020).

Les deux approches - conception computationnelle ou criblage de bibliotheques — sont parvenues a
générer des interacteurs de la protéine spike en quelques mois. Le groupe de David Baker a cependant
adopté une méthode hybride qui a consisté a utiliser la modélisation pour guider un design de
bibliothéque restreinte, criblée par yeast display. De plus, les interacteurs issus de ce criblage ont
nécessité des étapes de maturation d’affinité par mutagenése aléatoire pour parvenir aux dix
interacteurs de haute affinité. Cela témoigne de I'importance des bibliotheques de protéines et de
I’exploration expérimentale de I'espace des séquences pour concevoir rapidement des interacteurs
d’une cible d’intérét. Il reste que la conception d’interacteurs par calcul computationnel suppose que

la structure de la cible soit connue. Ce n’était pas le cas d’'un grand nombre de cibles jusqu’a tres
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récemment, mais la mise a disposition de I’'ensemble des structures de protéines humaines prédite par
AlphaFold constitue une évolution importante. Il reste a établir si ces structures prédites seront
suffisamment précises pour permettre la conception, par le calcul seul, d’interacteurs spécifiques.
L’évolution des méthodes et 'augmentation de la puissance de calcul permettra peut-étre un jour de
s’affranchir des bibliotheques de protéines pour générer des interacteurs de haute affinité, mais dans
un futur proche I'association des deux types de méthode - conception computationnelle ou criblage
de bibliotheques - semble étre la maniére la plus fiable d’obtenir rapidement des interacteurs affins et

spécifiques pour leur cible.
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PCR pour le Gibson Assembly :

Afin de réaliser le Gibson Assembly, il a été nécessaire de rajouter les extrémités compatibles avec
cette technique de clonage pour les différents inserts et vecteurs par PCR. Le protocole qui suit a été
utilisé pour chaque PCR : dans un tube PCR ont été ajoutés de I'eau distillée (QSP 50 uL), du tampon
phusion 5X (10 pL), un vecteur adéquat (25 ng), les 2 amorces correspondantes (2 uM), les dNTPs (2.5
nM), du DMSO pur (1 uL), de la polymérase phusion ThermoFisher F530S (1 uL d’une solution a 2 U/uL).
Les conditions suivantes ont été utilisées pour les PCRs : 2 mins a 98°C, 10 cycles de 30 secs a 98°C puis
30 secs a 50°C et 5 mins a 72°C, 20 cycles de 30 secs a 98°C puis 30 secs a 65°C et 5 mins a 72°C, 10
mins a 72°C, puis un maintien a 4°C. Pour les 2 PCRs servant a produire le vecteur pTetar2, les
températures d’hybridations utilisées lors des cycles ont été optimisées (60°C pour les 10 cycles et
68°C pour les 20 cycles) ainsi que 3 mins d’élongation au lieu de 5. Pour la PCR servant a produire
I'insert T2wt les températures d’hybridation des cycles ont également été optimisées (40°C pour les
10 cycles avec 1 min d’élongation et 65°C pour les 20 cycles avec 5 mins d’élongation). 3 uL des produits
PCR ont ensuite été déposés sur gel d’agarose 1% pour réaliser une électrophorése 20 mins de

migration a 100V, et le reste a été conservé a -20°C.

Extraction d’ADN sur gel :

Les bandes d’intérét ont été découpées sur gel aprés une migration permettant de bien séparer la
bande d’intérét des contaminants, puis I’ADN a été extrait en utilisant le kit « Nucleospin Gel and PCR
Clean-Up » de Macherey Nagel. La bande découpée a été mise a incuber 10 mins a 50°C avec 200 pL
pour 100 mg de gel d’'un tampon de fixation, afin de dissoudre |’agarose et d’optimiser la fixation de
I’ADN. L'ADN a ensuite été fixé sur la membrane de silice par centrifugation en présence de sels
chaotropiques afin de dénaturer d’éventuels ligands protéiques, puis cette membrane a été lavée 2
fois par une solution éthanolée afin de laver les impuretés sans éluer I’ADN. Enfin, ’ADN a été élué par
une solution faiblement alkaline (5mM Tris/HCI, pH 8.5), aprés avoir placé la colonne dans un tube

eppendorf neuf.

Gibson Assembly :

Les amorces nécessaires a la réalisation du Gibson Assembly ont été congues a I'aide du logiciel Serial
Cloner et commandées chez Eurofins Genomics. Les inserts ont été produits par PCR et purifiés sur gel
d’agarose 1% apres 20 mins de migration a 100V ou 30 mins a 100V pour les 2 vecteurs. Le Gibson
Assembly a ensuite été réalisé dans un appareil a PCR en suivant le protocole qui suit (pour chacun des
assemblages) : dans un tube PCR ont été mélangé 100 ng de vecteur, 300 ng d’inserts, 10 pL de master

mix Gibson Assembly 2X, de I'eau (QSP 20 pL). Les tubes ont été mis a incuber 15 mins a 50°C puis dans
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la glace. 100 uL de bactéries XL1Blue électrocompétentes ont été transformées avec 4 pL de mix
Gibson Assembly pour chacun des mix, puis mises en culture dans 900 pL de 2x YT 1h, a 37°C, 100 rpm.
2 x 450 pL ont été étalés pour chacun des mix Gibson Assembly sur boite 2x YT AG puis mis a incuber
ON, a 37°C. Ces boites ont ensuite été utilisées pour réaliser des cultures a partir d’un clone isolé afin

de faire des minipreps et de récupérer les plasmides d’intérét.

Clonages par Golden Gate :

Les clonages ont été réalisés par Golden Gate a partir de génes synthétiques ou de produits PCR
possédant des extrémités adaptées. Le Golden Gate est une technique de clonage en une étape qui
repose sur 'utilisation d’'une enzyme de restriction de type lls, c’est-a-dire dont le site de coupure est
distinct de la séquence reconnue par I'enzyme. Cette particularité a I'avantage de ne pas permettre la
reformation du site de coupure dans le vecteur accepteur une fois que le géne est inséré. En d’autres
termes, une fois que le géne d’intérét est inséré dans le vecteur accepteur, celui-ci ne présente plus le
site de coupure et ne peut plus étre digéré, ce qui tire I’équilibre de la réaction vers I'insertion du gene
d’intérét. Un autre avantage de cette méthode est que la digestion, I'hybridation et la ligation se font
en une seule étape. Pour réaliser le Golden Gate (kit ThermoFischer), 75 ng de vecteur sont mélangés
a I'insert dans un ratio molaire insert : vecteur = 2 : 1, puis du tampon de ligase 10 X est ajouté ainsi
gue le mix enzymatique du kit qui contient 'enzyme de restriction Bsa | et une ligase. De I'eau miliQ
est ajoutée pour compléter au volume final et la réaction est réalisée 1h a 37°C. Les enzymes sont
inactivées par 5 mins d’incubation a 60°C. Le produit du Golden Gate peut étre utilisé directement
pour transformer des bactéries, purifié sur colonne, ou digéré par une autre enzyme de restriction qui

permet de linéariser le plasmide de départ.

Extraction de plasmides :

Les extractions de plasmides (ou minipreps) ont été réalisées avec le kit « Nucleospin plasmid » de
Macherey Nagel en utilisant le protocole du fournisseur. Dans un premier temps, les bactéries ont été
culottées dans un tube eppendorf puis resuspendues dans une solution tampon optimale pour la lyse
alcaline. Dans un second temps une lyse alcaline a été réalisée par ajout d’'une deuxieme solution
permettant la libération du contenu cellulaire. Le lysat a ensuite été neutralisé par une troisieme
solution, qui optimise aussi la fixation de ’ADN plasmidique a la membrane de silice utilisée plus tard
dans I’extraction. Les protéines agrégées, I’ADN génomique, et les débris cellulaires ont été culottés
par centrifugation, et le surnageant a été chargé sur une colonne du fournisseur qui possede une
membrane de silice. L'ADN a été fixé sur la membrane par centrifugation puis les contaminants tels

que les sels, les métabolites, et les macromolécules solubles ont été lavées par une solution contenant
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de I’éthanol qui va faire précipiter I’ADN et ne va donc pas I'éluer. La membrane a été séchée, puis
I’ADN plasmidique a été élué en deux fois par une solution légérement alcaline (5 mM Tris/HCI pH 8.5)

chauffée a 70°C apres avoir changé le tube collecteur.

Séquengage des genes :
Le séquencage a été réalisé par Eurofins Genomics ou par IDT. Pour cela, les échantillons d’ADN a
séquencer ont été préparés (15 pL a 50-100 ng/uL) et conservés au froid jusqu’au passage du

transporteur.

Transformation bactéries chimiocompétentes :

Les bactéries XL1Blue MRF chimiocompétentes, Gold BirA chimiocompétentes, Gold
chimiocompétentes, ou Rosetta chimiocompétentes (50-100 uL) décongelées sur glace ont été
transformées par 100 a 500 ng de plasmide. Aprés 20 minutes de repos sur glace, un choc thermique
de 45 secondes a 42°C a été réalisé (création de pores dans la membrane), puis les bactéries ont été
remises 2 minutes sur glace afin de stabiliser les membranes. 300 uL de milieu 2xYT ont ensuite été
ajoutés, puis les bactéries ont été mises a incuber 1h, 37°C, 200 rpm. 80 pL de cette culture ont ensuite
été étalés sur boite de Pétri contenant du glucose 1% et les antibiotiques adéquats (ampicilline
uniguement quand I'application en aval n’implique pas une infection par des phages et que le maintien

des pili par la tétracycline n’est pas nécessaire) puis la boite a été mise a I'étuve a 37°C, ON.

Transformation bactéries électrocompétentes :

30 a 200 ng de plasmides ont été ajoutés a 50 a 100 uL de bactéries XL1Blue MRF’ électrocompétentes
décongelées sur glace. Le mélange a été déposé doucement dans une cuvette stérile pré-refroidie dans
la glace, puis un choc électrique a été réalisé a 2.5V / 25uFd / 400 Omhs dans un micro-pulser BioRad.
500 pL de milieu 2xYT a température ambiante ont été ajoutés immédiatement aprés, et les bactéries
ont été mises a incuber 1h a 37°C et 100 rpm. 50 uL de cette culture ont ensuite été étalés sur boite,

puis incubés a 37°C ON.
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Milieux de cultures :

Les cultures bactériennes ont été réalisées dans du milieu 2xYT (MP biomedicals) avec addition au
besoin d’ampicilline (100 pg/mL) pour maintenir le plasmide de la bibliothéque, de tétracycline (15.5
pg/mL) pour maintenir I’'expression du pili, de chloramphénicol (35 pg/mL) pour maintenir le plasmide
exprimant BirA, de kanamycine (50 pug/mL) pour maintenir le plasmide du phage helper, d’'IPTG (119
pg/mL) pour induire I’expression des protéines, de biotine (12 ug/mL) pour permettre la biotinylation
in vivo des protéines, de glucose 1% pour maintenir I'inhibition de I'expression des protéines, ou d’agar

1.5% (VWR chemicals) pour réaliser un milieu solide.

Production des protéines :

La production des protéines a été réalisée dans des souches d’E.coli Gold (aReps et eGFP) ou Rosetta
(PSH). A partir des boites obtenues a I'issue de la transformation, un clone isolé a été repiqué dans 50
mL de milieu 2xYT AG et mis a incuber a 37°C, 200 rpm, ON. Le lendemain, 2 fois 500 mL de milieu 2xYT
Amp ont été inoculés a DOgoo = 0.15 par la préculture dans des erlenmeyers de 2.5L puis mis a incuber
a 37°C, 200 rpm. A DOggo= 0.6-0.8, la production des protéines a été induite par ajout de 500 uL d’IPTG
dans chaque erlenmeyer, puis les cultures ont été mises a incuber 4h, a 37°C, 200 rpm. Les cultures
ont ensuite été centrifugées 15 mins, 5000g, 4°C. Chaque culot a été repris dans 40 mL de tampon de
lavage 20 mM imidazole 50 mM NaP 300 mM NacCl (aReps et eGFP) ou 1M NacCl + 5% glycérol (P5H) a
un pH = 8. Une pastille d’antiprotéase a été dissoute dans chaque culot, qui ont été congelés et stockés

a-80°C.

Production des protéines biotinylées :

Les productions de protéines biotinylées ont été réalisées dans une souche d’E. coli Gold BirA
chimiocompétente qui surexprime le gene BirA, codant pour une biotine ligase d’E. coli, laquelle
biotinyle la lysine d’un Avitag placé en C-ter des protéines produites. Le protocole qui suit a été utilisé
pour produire les 4 pentahélines a partir des 4 boites obtenues apres transformation de la souche Gold
BirA. Un clone isolé a été repiqué dans 50 mL de milieu 2xYT ACG et mis a incuber a 37°C, 200 rpm,
ON. Le lendemain, 2 fois 500 mL de milieu 2xYT AC ont été inoculés a DOgoo = 0.15 par la préculture
dans des erlenmeyers de 2.5L puis mis a incuber a 37°C, 200 rpm. A DOgoo = 0.6-0.8, la production des
protéines biotinylées a été induite par ajout de 500 pL de biotine + 500 pL d’IPTG dans chaque
erlenmeyer, puis les cultures ont été mises a incuber 4h, a 30°C, 200 rpm. Les cultures ont ensuite été
centrifugées 15 mins, 5000g, 25°C. Chaque culot a été repris dans 20 mL de TBS + antiprotéase, puis

congelé et stocké a -80°C.
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La production des bi-P5H a été réalisé a 37°C, 4H, dans des E.coli Rosetta selon le méme protocole que

décrit précédemment.

Lyse des bactéries :

Les bactéries ont été lysées par 6 cycles de sonication de 30 secondes, puis 2 UL de benzonase ont été
ajouté au lysat afin de dégrader les acides nucléiques libérés lors de la lyse, rendant le lysat visqueux.
Les lysats ont ensuite été centrifugés 45 mins a 11000g, 4°C (aReps et eGFP) ou a 20°C (P5H) afin de
culotter les fragments de membrane et les agrégats. Le surnageant (ou fraction soluble) a été transféré

dans un nouveau tube en vue de purifier les protéines d’intérét.

Purification sur colonne Ni-NTA :

Deux types de purification sur colonne Ni-NTA ont été réalisées : les purifications sur paillasse et les
purifications sur AKTA pure. Selon la protéine purifiée et I'expérience, différents tampons ont été
utilisés.

Tampons de lavage : 20 mM imidazole 150/300/1000/2000 mM NaCl 50mM NaH,PO, (+ 5% de glycérol
pour les P5H)

Tampons d’élution : 300 mM d’imidazole 150/300/1000/2000 mM NaCl 50mM NaH,PO,4 (+ 5 % de

glycérol pour les P5H)

Purification sur paillasse : le surnageant a été déposé sur une colonne contenant 4 ou 5 mL de résine
Ni NTA préalablement équilibrée avec 10 CV de tampon de lavage. La colonne a été lavée par 20 CV de
ce méme tampon de lavage, puis la derniere goutte a été collectée dans un tube eppendorf afin de
vérifier au Nanodrop-1000 (ThermoScientific) I'absence de protéines en mesurant la DO2so. La protéine
d’intérét a ensuite été éluée par fractions de 1 CV avec un tampon d’élution, et les fractions d’élution
ont été collectées dans des tubes a hémolyse de 5 mL jusqu’a ce que les DO,go mesurées soient
négligeables (<0.08 mg/mL).

Purification sur AKTA pure : le méme principe que la purification sur paillasse a été appliqué mais de
facon automatisée. Une colonne HisTrap FF crude de 5 mL a été utilisée (capacité de fixation de 200
mg de protéine marqué (His)s selon le fournisseur). L’équilibration a été réalisée avec 3 CV d’eau
distillée puis 5 CV de tampon de lavage identique a celui utilisé pour la purification du paillasse. Le
lavage a été réalisé avec 20 CV de ce méme tampon, et I'élution a été réalisée avec 5 CV de tampon
d’élution identique a celui utilisé pour la purification du paillasse, par fractions de 1mL sur une plaque

96 puits de type deep-well Thermo scientific.
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Filtration sur gel (ou SEC) :

Les chromatographies d’exclusion de taille (SEC) ont été réalisées sur AKTA pure ou sur AKTA purifier
en utilisant une colonne HiLoad 16/600 Superdex 75 prep grade, permettant de séparer avec une trés
bonne résolution les biomolécules de poids moléculaire compris entre 3000 Da et 70000Da. La collecte
a été réalisée par fractions de 2 mL dans des plaques 96 puits deep-well Thermo scientific, a un débit
de 1 mL.min™. Les colonnes ont été équilibrées avec 2 CV de tampon phosphate (NaP 50 mM, NaCl 150

mM pH7) et les échantillons ont été injectés par fraction de 5 mL.

Western blot :

Le Western Blot est une technique qui permet de séparer et d’identifier spécifiquement une protéine
d’intérét a partir d'un mélange de protéines. Pour cela, le mélange contenant la protéine que I'on
souhaite identifier a été déposé sur un gel d’acrylamide et une électrophorese a été réalisée. Les
protéines du gel sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose pendant 1h a 80V. La
membrane a ensuite été bloquée par 20 mL de TBST 0.5% BSA 4% pendant 1h a température ambiante
ou sur la nuit a 4°C. La membrane a alors été lavée deux fois 2 mins par 20 mL de TBST 0.1%, puis
marquée pendant 30 mins a température ambiante par 10 mL de streptavidine-AlexaFluor680 dilué au
1/20000%™ dans du TBST 0.1%. Quatre lavages de deux minutes chacuns ont été réalisés, deux par 20
mL de TBST 0.1 % puis deux par 20 mL de TBS. La membrane a été lue sur un scanner Odyssey a 700

nm.

Size Exclusion Chromatography — Multi Angle Light Scattering (SEC-MALS) :

La chromatographie d’exclusion de taille a été effectuée par High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) sur une colonne Superdex 200 10/300 GL increase. Les échantillons ont été déposés aux
concentrations suivantes : P5H Twt = 0.26 mg/mL ; PSH Tmut = 1.75 mg/mL ; P5H Owt = 3.78 mg/mL ;
P5H Omut = 3.08 mg/mL. L’HPLC a été couplée a un détecteur de diffusion de lumiére aux petits angles
miniDAWN TREOS a 3 (Wyatt) et a un réfractomeétre T-REX (Wyatt). Le MALS se base sur le principe de
diffusion de Rayleigh-Gans-Debye selon lequel la quantité de lumiere diffusée est directement
proportionnelle au produit de la masse molaire et de sa concentration. De plus, selon ce méme
principe, la variation d’intensité de lumiére diffusée en fonction de I’'angle de mesure est directement
reliée au rayon hydrodynamique des molécules. Le SEC-MALS permet donc d’obtenir des informations
précises sur la masse molaire des protéines, leur état d’oligomérisation, et leur rayon
hydrodynamique. Dans un premier temps, la concentration protéique totale est mesurée grace au
signal de réfractométrie. Le signal d’absorbance est alors déconvolué en utilisant les coefficients

d’extinction molaire de chaque protéine afin d’obtenir une concentration protéique identique a celle
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obtenue par réfractométrie. La proportion de chaque protéine peut alors étre déterminé. Ces
expériences ont été réalisées en collaboration avec Christophe Velours sur la plateforme SEC-MALS du

CNRS.

Dichroisme circulaire :

Les expériences de dichroisme circulaire ont été réalisées sur un appareil Jasco, dans le laboratoire de
Human Rezaei a I'INRA de Jouy-en-Josas. Les spectres ont été enregistrés 6 fois chacun, entre 180 nm
et 280 nm, avec un pas de 0.5 nm. Une gamme de chlorure de guanidinium allant de 0 M a 6 M a été
réalisée pour les 4 pentahélines (10 uM finale) a I'exception de P5H Twt qui n’était pas assez
concentrée pour réaliser la gamme. 50 pL des échantillons a 10 uM avec ou sans chlorure de
guanidinium ont été déposés dans une cuve en quartz de 100 um de trajet optique. Les données

générées ont été traitées sur Excel 2016. Le signal dichroique a été converti en A moyen par résidu.

Surface plasmon Resonnance (SPR) :

Les mesures de SPR ont été réalisées sur un ProteOn (Biorad) avec une puce NLC recouverte de
neutravidine ou sur un T100 (Biacore) avec une puce neutravidine SA. Ces puces sont recouvertes de
neutravidine et fixent donc les ligands biotinylés. Les ligands immobilisés sur les puces ont été soit les
4 P5H de départ (Twt, Tmut, Owt, Omut), soit les modulateurs A12D3 et D3A12. Les analytes ont été
respectivement les aReps sélectionnées contre les P5H, ou les bi-P5H modeles (Twt-Owt ou Owt-Twt).
Le principe de cette technique est que les rayons incidents arrivant sur la surface couverte de ligand
vont étre réfractés avec un certain angle, et que I'interaction d’un partenaire (analyte) avec ce ligand
va modifier I'angle de réfraction des rayons incidents. La mesure des variations d’angle de réfraction,
pour différentes concentrations d’analytes en solution, permet d’estimer les constantes cinétiques
d’interaction (kon et koff) et la constante de dissociation a I'équilibre (Kp) des deux partenaires. Les
changements d’angle de réfraction sont mesurés et quantifiés en RU (Resonance Unit). Lors d’une
expérience SPR, les concentrations en ligand a fixer doivent permettre d’obtenir le nombre de RL
(Resonance Unit Ligand) donné par la formule suivante :

RL=Rmaxn*MligandM Analyte

OU n est la stoechiométrie de la réaction, Rmax l'unité de résonnance maximale souhaitée, MLigand et
Manalyte les masses molaires du ligand et de I’analyte respectivement.

Des tests a différentes concentrations ont été réalisés pour chaque analyte dans le but d’estimer le Kp
et de pouvoir tester une gamme de concentration de I'analyte entourant le Kp. Pour la détermination
des parametres cinétiques, 6 concentrations différentes d’analytes ont été injectées en paralléle

pendant 400 secondes (s) ; le signal de dissociation a été ensuite mesuré pendant 600 s. Les données
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ont été analysées avec le logiciel ProteOn Manager, en utilisant un ajustement basé sur le modéle de
Langmuir, ou sur le logiciel de traitement de données de Biacore. Les expériences ont été réalisées
avec Magali Aumont-Nicaise sur la plateforme d’interaction des molécules (PIM) a I'I2BC, ou avec

Magali Noiray sur la plateforme INTERMOL a I'IPSIT.

Bi-layer interferometry (BLI) :

Le BLI est une technique de mesure d’interaction dont le principe physique repose sur la mesure des
variations d’épaisseur optique a la surface d’'un biocapteur. Cette mesure est évaluée grace aux
interférences créées lors de la réflexion d’un faisceau lumineux a la surface du biocapteur, sur lequel
une premieére molécule (le ligand) est capturé, et la fixation du deuxiéme partenaire (I'analyte) est
mesurée a la surface du biocapteur. La réponse est mesurée en temps réel (sensorgramme), et donne
acceés aux constantes cinétiques de l'interaction, le kon et le koi. Cette approche permet donc de
mesurer les interactions moléculaires entre deux partenaires.

Pour nos expériences, nous avons fixé I’eGFP biotinylée sur des sondes recouvertes de streptavidine.
Ces sondes ont été plongées dans des solutions contenant différentes concentrations de la bi-P5H D5
(de 31 nM a 500 nM), puis la dissociation a été réalisée dans le tampon des protéines. Pour les
expériences d’inhibition par A12D3, les mémes gammes de D5 ont été réalisées en présence de 300
nM d’A12D3. Les expériences ont été réalisées sur un OctetRED96e (ForteBio), et les résultats ont été

analysés avec le logiciel du fournisseur.

Cristallogeneése :

Toutes les expériences de cristallographie ont été effectuées a 293K en utilisant la méthode de
diffusion en phase vapeur. Un criblage des conditions initiales a été effectué a partir des kits
commerciaux (Qiagen Classics, MB Class |, PEG |, PEG Il, JCSG+). Le modulateur A12D3 a donné des
cristaux dans plusieurs conditions, mais la structure a été résolue a partir des cristaux obtenus dans
une solution contenant 7% de PEG8000 et 0.2 M d’acétate de magnésium dans un rapport protéine :
agent cristallisant 2 : 1. Les cristaux ont été congelés dans I'azote liquide apres trempage dans la
solution de cristallisation complémenté avec 30 % de glycérol. Les données de diffraction ont été
collectées a 100K sur la ligne de lumiere Proxima 1 du synchrotron SOLEIL. Les images ont par la suite
été analysées avec le programme XDS. Les structures ont été résolues par remplacement moléculaire
en utilisant PHASER 7 implémenté dans la suite de logiciel ccp4. Le modéle que nous avons congu in
silico a été utilisée comme modele. La carte de densité électronique expérimentale a été traitée en
utilisant le programme DM. Les modeles initiaux ont ensuite été complétés manuellement avec le

logiciel COOT. L'affinement des structures a été effectué a I'aide de REFMAC.
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La structure cristallographique de A12D3 a été obtenue avec une résolution de 3.54 A avec un R et un
RFree de 29.8 et 31.8 %.
L'ensemble des représentations 3D des molécules a été obtenu avec le logiciel PyMol

(Schrodinger).

Sélection par phage display d’aReps contre les P5H (T ou O) :

Le principe du phage display a été décrit dans la partie résultats, mais consiste globalement a cribler
un large répertoire de protéines dans le but d’identifier des interacteurs potentiels d’une cible
d’intérét. Pour cela, la cible est immobilisée sur une surface, puis mise en contact de la bibliothéque
de protéines exposée a la surface de phages filamenteux M13. L’hypothése est que les phages
exposants des interacteurs de la cible seront retenus sur la surface, et ces phages sont alors récupérés,
amplifiés, et utilisés pour réaliser un nouveau tour de sélection. A la fin de la sélection, on obtient donc
un ensemble de phages exposants potentiellement des interacteurs de la cible d’intérét.

Tour 1: 2 plagues ELISA (P1) et (P2) ont été recouvertes (colonne 1) par 100 uL/puits de streptavidine
a 20 pg/mL dans du TBS et incubée 2h a 37°C et 300 rpm. La cible a été immobilisée sur P1 et la plaque
P2 a été utilisée pour éliminer les phages fixés de fagon non spécifique. Aprés 3 lavages par 300
pL/puits de TBST 0.1%, les 2 plaques ont ensuite été incubées avec 300 uL/puits de TBST 0.1% BSA 4%
ON a 4°C, 300 rpm, afin de bloquer les zones de la plaque n’ayant pas fixé de streptavidine.

Les 2 plaques ont été lavées 3 fois par 300 uL/puits de TBST 0.1% puis la cible (P5H Twt ou P5H Owt) a
été déposée sur P1 a 8uM (100 pL/puits) tandis que les phages de la bibliotheque d’a-Rep ont été
déposés sur P2 (130 uL/puits). P1 et P2 ont été incubées 1h30 a 25°C, puis P1 a été lavée 3 fois par 300
uL/puits de TBST 0.1%. 100 uL/puits des phages de P2 ont ensuite été transférés dans les puits
correspondant sur P1 et la plaque a été incubée 1h30 a 25°C. 20 lavages par 300 uL/puits de TBST 0.1%
puis 20 lavages par 300 pL/puits de TBS ont été réalisés sur la plaque, puis I’élution a la TEV protéase
a été menée par ajout de 100 pL/puits de TEV protéase a DO=0.7 diluée 14 fois dans du TBS 1X, DTT 1
mM, EDTA 0.5 mM, aprés avoir transféré le 40°™ lavage dans un falcon de 15 mL. Aprés 1h d’incubation
a 37°C, 300 rpm, I’élution a la TEV protéase a été récoltée dans un tube de 1.5 mL, puis une élution par
ajout de 100 pL/puits de glycine pH 2.5 a été réalisée pendant 10 mins a température ambiante sous
agitation. Les éluats ont été neutralisés par ajout de 5 pL/puits de Tris 1 M, puis collectés dans un tube
de 1.5 mL. Une série de dilutions en cascades a ensuite été réalisée afin de réaliser des infections de
bactéries pour le comptage de colonies sur boite le lendemain. Pour cela, les dilutions de phages
suivantes ont été réalisées :

input (phages de la bibliothéque d’a-rep au tour 1) : 102 104106107 108 10°

output (élution a la TEV protéase) : 102103 10*
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40°™ |avage : 102103 10*

Parallélement a la sélection sur plaque, un clone isolé de XL1 Blue MRF’ a été repiqué dans 10 mL de
2xYT T puis mis a incuber ON, 37°C, 200 rpm. Le lendemain, une culture de XL1 Blue MRF’ a été inoculée
a D0O600=0.15 a partir de la préculture de nuit, puis mise a incuber a 37°C, 200 rpm, jusqu’a DO600=
0.6-0.8. 100 uL de chaque dilution de phage ont été ajoutés a 200 uL de la culture de XL1 Blue MRF’
puis mis a incuber 30 min a 37°C, 200 rpm. 1.5 mL de la culture de XL1 Blue MRF’ ont été infectés par
le reste de I'élution a la TEV protéase et mis a incuber 30 mins a 37°C, 200 rpm. Le reste des dilutions
et I'élution a la glycine pH 2.5 ont été conservé au frigidaire a 4°C. Les 1.5 mL de bactéries ont été
étalés sur grande boite 15x15 cm 2xYT ATG et 200 pL des infections par les dilutions ont été étalés sur
des boites de Pétri « classiques » 2xYT ATG. Toutes les boites ont été mises a I'étuve ON a 37°C. Le
lendemain, le comptage a été réalisé puis les bactéries obtenues sur la grande boite 15x15 ont été
recupérées dans un volume final de 13 mL de 2xYT glucose 1% glycérol 15%. La DO600 a été mesurée
et une culture de 50 mL de 2xYT AT a été ensemencée a DO600= 0.15 et mise a incuber a 37°C, 200
rom. A DO600=0.5-0.8, la culture a été infectée par 20x plus de phages helper que de bactéries, puis
mise a incuber 30 min a 37°C, 0 rpm, et 30 min a 37°C, 100 rpm. Le contenu de I'erlenmeyer a été
centrifugé 15 mins a 4000g, 25°C sur rotor FX6100, puis les culots ont été repris dans 50 mL de 2xYT
AK et mis a incuber ON a 30°C, 200 rpm. Le lendemain, le contenu de I'erlenmeyer a été centrifugé 1h,
4°C, 10000g. Les surnageants (phages non dialysés du tour 1) ont été dialysés ON dans un boudin de
dialyse de MWCO 300 kDa dans 1 L de TBS renouvelé le soir. Le reste des phages non dialysés a été
aliquoté par fractions de 13 mL et stockés a -80°C. Le lendemain, le contenu du boudin a été récupéré
(phages dialysés du T1) puis aliquoté par fractions de 1.4 mL puis stocké a -80°C. Tour 2 : Le méme
protocole qu’au tour 1 a été appliqué avec pour seuls changements la cible déposée sur P1 (P5H Tmut
et P5H Omut pour le tour 2) et les phages déposés sur P2 (dépét des phages dialysés du tour 1). Pour
les comptages une dilution 10-5 a été ajoutée pour I'output et une dilution 10-1 a été ajoutée pour le
lavage.

Tour 3 : Le méme protocole qu’au tour 1 a été appliqué avec ajout des mémes dilutions qu’au tour 2

pour le comptage.

Sélection par phage display de bi-P5H contre I’eGFP :

Pour les sélections contre I'eGFP, le méme protocole que décrit pour la sélection d’aReps contre les
P5H a été suivi a I'exception de quelques parametres. Pour la fixation de la cible dans les puits, I'eGFP
n’était pas biotinylée. A la place, nous I'avons immobilisée grace a son His-tag par I'intermédiaire de
Tris-NTA-biotin (BiotechRabbit) lui-méme immobilisé par de la streptavidine au fond des puits. Le Tris-

NTA-biotin est une molécule biotinylée capable d’interagir avec les étiquettes poly-histidines avec une
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trés forte affinité. Les plagues P1 et P2 ont été recouvertes (colonne 1) de 100 pL/puits de streptavidine
a 20 pg/mL, puisincubées 2h a 37°C et 300 rpm. Les lavages et le blocage ont été réalisés comme décrit
précédemment. Le lendemain, un mélange a été réalisé entre du Tris-NTA et une solution de NiSO; a
une concentration finale de 1 ug/mL de Tris-NTA et 5 mM de NiSO4. Ce mélange a été incubé 30 mins
a température ambiante. Les plaques P1 et P2 ont été lavées comme décrit précédemment, puis 100
uL/puits du mélange Tris-NTA/NiSO4 ont été ajoutés. Apres 1h d’incubation a 20°C et 300 rpm, les
plaques ont été lavées et 100 uL/puits d’eGFP ont été déposés a 1 uM sur la plaque P1 tandis que 130
uL/puits de phages de la bibliothéque de bi-P5Hont été déposés sur la plaque P2. Aprés une incubation
d’1h a 20°C et 300 rpm, la plaque P1 a été lavée, et 100 pL/puits des phages de la plaque P2 ont été
transférés sur la plaque P1. La plaque P1 a été incubée 1h a 20°C et 300 rpm, puis 20 lavages par 300
uL/puits de TBST 0.1% ont été réalisés. Le dernier lavage a été récupéré pour évaluer le nombre de
phages retenus de facon aspécifique. Les phages encore fixés sur la plaque ont été élués par ajout de
100 pL/puits de glycine a pH = 2.5 pendant 10 mins sous agitation. La glycine a été neutralisée par
ajout de 5 pL/puits de Tris 1 M, et les éluats ont été utilisés pour infecter des bactéries comme décrit
précédemment.

Les tours 2 et 3 ont été réalisés de la méme facon que le tour 1, en utilisant les phages amplifiés du

tour précédent.

Sélection par phage display de bi-P5H contre EpCAM et TROP 2 :

Le méme protocole que la sélection contre I'eGFP a été utilisé a quelques parameétres prés. Seulement
6 lavages ont été réalisés aux tours 1, puis 20 lavages aux tours 2 et 3. La cible a également été déposée

a1 uM, et a été immobilisée par son étiquette poly-histidine.

Phage ELISA clonal :

Le protocole qui suit a été utilisé pour chaque sélection. Une plaque matrice de culture de cellules 96
puits a été préparée par ajout de 150 ulL/puits de 2xYT ATG. 1 clone isolé/puits a été repiqué a partir
des boites de comptage de I'élution a la TEV protéase (2 lignes avec des clones du tour 2 et 6 lignes
avec des clones du tour 3). La plague a été mise a incuber ON a 37°C, 600 rpm. Le lendemain, une
plaque infection a été préparée par ajout de 150 uL/puits de 2YT ATG puis inoculée par 15 pL/puits de
la plaque matrice. La plaque infection a été incubée 4h a 37°C, 600 rpm tandis que 50 uL/puits de
glycérol 70% dans du 2xYT ont été ajoutés a la plaque matrice, stockée par la suite a -80°C. La plaque
infection a été infectée par 5 pL/puits de phage helper K1 a 6.10!2 phages/mL puis incubée 30 min a
37°C, 0 rpm, et 30 min a 37°C, 100 rpm. Pour chaque puits, 100 uL de la plaque d’infection ont été

transférés dans une plaque deep-well (Thermo scientific) contenant 1.5 mL/puits de 2xYT AK. La plaque
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deep-well a été incubée ON a 37°C, 200 rpm. Parallélement, deux plaques ELISA ont été recouvertes
par 100 pL/puits de streptavidine a 20 pg/mL puis incubées 2h a 25°C, 300 rpm. Aprés 3 lavages par
300 pL/puits de TBST 0.1%, les plaques ont été bloquées par 300 uL/puits de TBST 0.1% BSA 4% ON a
4°C, 300 rpm. Le lendemain, les plaques ELISA ont été lavées 3 fois par 300 uL/puits de TBST 0.1% puis
la cible (P5H Twt ou P5H Owt) a été déposée (100 pL/puits a 8uM) 1 ligne sur 2, tandis que les autres
lignes ont été remplies par 100 uL/puits de TBST 0.1%. Les plaques ELISA ont ensuite été incubées 1h30
a 25°C, 300 rpm. La plaque deep-well a été centrifugée 1h a 4°C, 2000g sur rotor SX4750A, puis le
surnageant (environ 1.2-1.3mL de phages) a été transféré sur une nouvelle plaque deep-well qui sera
utilisée par la suite. Les plaques ELISA ont été lavées 3 fois par 300 uL/puits de TBST 0.1% puis 100
uL/puits des phages de la plaque deep-well ont été déposés sur les plaques ELISA en répliquant chaque
ligne sur celle du dessous (1 ligne spécifique recouverte avec la cible et 1 ligne non spécifique
recouverte avec du TBST). Les plaques ELISA ont ensuite été incubées 1h30 a 25°C, 300 rpm, puis lavées
3 fois par 300 pL/puits de TBST 0.1%. Les plaques ELISA ont été remplies par 100 pL/puits d’anticorps
anti-phages M13 dilués 4000 fois dans du TBST, puis incubées 1h30 a 25°C, 300 rpm. Apres 3 lavages
par 300 uL/puits de TBST 0.1% et 1 lavage par 300 pL/puits de TBS, 100 pL/puits de substrat BM Blue
POD soluble (Roche Diagnostics) ont été ajoutés aux plaques ELISA. La réaction a été arrétée a
I’apparition de la couleur bleutée par ajout de 100 uL/puits de HClI 1 M. L’absorbance des plaques a
ensuite été lue a 405 nm au lecteur de plaque TECAN Infinite F200 Pro.
Dialyses :

Pour réaliser ces expériences (CD et SEC MALS), les 4 pentahélines, obtenues a partir des fractions
d’élution de la purification sur colonne Ni-NTA décrite précédemment, ont été dialysées dans un
tampon phosphate 50 mM NaCl 150 mM pH = 8.0 afin d’éliminer les 300 mM d’imidazole contenus
dans le tampon d’élution. Les 4 protéines ont ensuite été purifiées par SEC, et les fractions pures ont
été regroupées. Pour les expériences de dichroisme circulaire, les 4 pentahélines ont été dialysées
dans un tampon phosphate 150 mM pH = 8.0 sans NaCl. En effet, le NaCl absorbant aux faibles
longueurs d’onde (< 205 nm), il est préférable de I'éliminer afin de ne pas interférer avec I'absorbance

des échantillons a ces longueurs d’onde.

Tests d’expression des bi-P5H

Les génes codants pour les bi-P5H modele (Twt-Owt et Owt-Twt) ont été insérés dans un phagemide,
qui permet d’exposer les protéines a la surface des phages filamenteux M13. Des plaques 96 puits ont
été recouvertes soit de 100 plL/puits d’anticorps anti-HA-tag ou anti-FLAG-tag a 10 pug/mL, soit de 100
uL/puits de streptavidine a 20 pug/mL. Aprés 3 lavages par 300 ul/puits de TBST 0.1%, les puits

recouverts de streptavidine ont été incubés 1h a 20°C avec 200 pL/puits d’une solution purifiée des
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modulateurs A12D3 ou D3A12 a plusieurs mg/mL. Les puits ont été blosués selon le méme protocole
que pour les ELISA clonaux, puis lavés.Tous les puits ont été mis en contact de 200 pL/puits de phages
exposants les différentes construction a 10! pfu/mL, puis la révélation des phages dans les puits a été
effectuée comme pour le phage ELISA clonal. L’aborsbance a 405 nm a été lue sur un TECAN Infinite

F200 Pro.

Construction de la bibliotheque de bi-P5H :

Assemblage des oligonucléotides :

Les oligonucléotides nécessaires a la construction de la bibliotheque ont été commandés chez
EllaBiotech. Les oligonucléotides constants ont été commandés phosphorylés, contrairement aux
oligonucléotides dégénérés. Les oligonucléotides dégénérés (FOR 3, FOR 4, FOR 5, FOR 10, FOR 11,
FOR 12) ont été repris a 119 uM dans de I'eau miliQ, tandis que les oligonuclétides constants ont été
repris a 100 uM dans de I'eau miliQ. Les oligonucléotides dégénérés ont été phosphorylés selon le
protocole suivant :

Dans un tube ont été introduit

- 42 uL d’oligonucléotides dégénérés (a 119 uM)

- 5 uL de tampon ligase 10X (pour avoir de I’ATP dans le tampon)

-2 pL d’eau miliQ

- 1 pL de T4 Polynucleotide Kinase (PNK)

Le mélange a été incubé 1h a 37°C, puis 10 mins a 75°C pour innactiver I'enzyme. On obtient alors 50
uL d’une solution contenant les oligonucléotides dégénérés phosphorylés a 100 uM.

Afin d’optimiser I’hybridation correcte des oligonucléotides entre eux, ils ont été préassemblés pour
former des « blocs » selon le schéma suivant :

BLOC1:FOR1+REV1+REV2+FOR2(1uLde chaque oligonucléotide a 100 uM) + 1 uL de tampon
NEB 3 (New England Biolab) + 5 plL eau miliQ

BLOC 2 : FOR 3 + REV 3 + FOR 4 (1 uL de chaque oligonucléotide a 100 puM) + 1 pL de tampon NEB 3 +
6 pL eau miliQ

BLOC 3 :REV 4+ FORS5 (1 uL de chaque oligonucléotide a 100 uM) + 1 puL de tampon NEB 3 + 7 uL H20
eau miliQ

BLOC 4 :REV 5+ FOR 6 + REV 6 (1 pL de chaque oligonucléotide a 100 uM) + 1 pL de tampon NEB 3 +
6 plL eau miliQ

BLOCS5: FOR 7 + REV 7 + FOR 8 (1 uL de chaque oligonucléotide a 100 uM) + 1 pL de tampon NEB 3 +

6 pL eau miliQ
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BLOC 6 : REV 8 + FOR 9 + REV 9 (1 uL de chaque oligonucléotide a 100 uM) + 1 pL de tampon NEB 3 +
6 plL eau miliQ

BLOC 7 : FOR 10 + REV 10 + FOR 11 (1 pL de chaque oligonucléotide a 100 uM) + 1 pL de tampon NEB
3+ 6 pL eau miliQ

BLOC 8 : REV 11 + FOR 12 (1 uL de chaque oligonucléotide a 100 uM) + 1 pL de tampon NEB 3 + 7 pL
eau miliQ

BLOC9: REV 12 + FOR 13 + REV 13 (1 pL de chaque oligonucléotide a 100 uM) + 1 pL de tampon NEB
3+ 6 pL eau miliQ

Les tubes contenant les blocs ont été incubés 15 mins a 70 °C pour casser d’éventuelles structures
secondaires puis 15 mins a 44°C pour hybrider les oligonucléotides entre eux de fagon spécifique.

Le mélange suivant a alors été réalisé a 44°C en attendant 5 mins entre I'ajout de deux blocs pour
laisser I’hybridation se faire entre les blocs précédents :

- 9 uL de chaque bloc

- 10 pL de tampon ligase 10 X

-9 uL d’eau miliQ

Le mélange a reposé 5 mins a 44°C puis 1 uL de T4 DNA ligase (ThermoFischer) a 10U/uL ont été
ajoutés, et la ligation a été réalisée pendant 1h a 37°C pour donner un cercle d’ADN double brin codant

pour les variants de la bibliothéque.

Amplification des assemblages par RCA :

Les cercles d’ADN ainsi formés ont été amplifiés par 10 réactions de RCA (kit TempliPhi de Cytiva) pour
générer la quantité de matériel nécessaire a la construction de la bibliotheque. 10 tubes ont été
préparés comme indiqué ci-apres. 1 pL du produit d’assemblage a été mélangé a 10 pL du tampon
« sample buffer » du kit qui contient les hexameéres aléatoires permettant d’amorcer la réaction
d’amplification. Ce mélange a été incubé 3 mins a 95 °C pour séparer les brins d’ADN, puis refroidi sur
paillasse pour permettre I'hybridation progressive des amorces. 10 uL du tampon « reaction buffer »
puis 0.4 pL du mix enzymatique du kit ont alors été ajoutés au mélange qui a été incubé environ 18h a
30°C. La polymérase a été activée en incubant les mélnages réactionnels 15 mins a 65°C, puis 70 uL
d’eau miliQ et 10 pL de tampon NEB 3 ont y été ajoutés pour fluidifier le mélange réactionnel rendu
trés visqueux par I'amplification de 'ADN. L’amplification a été vérifiée sur gel (voir résultats).
Insertion des génes dans le phagemide :

Le produit des 9 RCA qui ont fonctionné et le phagemide (le vecteur accepteur qui permet de réaliser
le phage display) ont été digérés par I'enzyme de restriction Bsal pour générer des extrémités
complémentaires et permettre I'insertion des genes codants pour les variants de la bibliotheque dans
le phagemide. Pour cela, une solution mére 10 fois concentrée a été préparée contenant 870 plL d’eau
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miliQ, 100 uL de tampon NEB 3, et 30 pL de I'enzyme de restriction Bsa |. Pour chacune des 9 RCA ayant
fonctionné, 100 pL du produit d’amplification ont été ajoutés a 100 pL de la solution mere et 800 pL
d’eau miliQ, puis une incubation a 37°C a été réalisée sur la nuit (environ 18h). La digestion des produits
d’amplification a été vérifiée sur gel (voir résultats), et la quantité d’insert correctement digéré a été
estimée a 1.5 pug d’ADN par tube, soit 13.5 pg totaux. Comme la digestion n’était pas totale, 2 uL de
Bsa | ont été rajoutés dans chaque tube qui ont alors été incubés 2h a 37°C.

Parallelement, 70 ug du phagemide ont été digérés par Bsa | en 10 réactions contenant 7 ug de
plasmide chacune. Une solution meére pour 11 réactions a été préparée, contenant 55 L de tampon
NEB 3, 22 uL de I'enzyme Bsa |, et 198 pL d’eau miliQ. 25 plL de phagemide (7ug) ont été mélangés a
25 uL de la solution mere (20U d’enzyme) et ce mélange réactionnel a été incubé 2h a 37°C. La
digestion totale a été vérifiée sur gel.

Les produits de digestion des produits d’amplification d’une part et du phagemide d’autre part ont été
purifiés sur colonne avec le kit « gel and PCR clean up » (Macherey Nagel) selon le protocole du
fournisseur optimisé, c’est-a-dire en réalisant une élution en deux fois avec un tampon chauffé a 70°C.
Cette étape a permis de récupérer les inserts et le vecteur accepteur digérés et donc avec des
extrémités compatibles. 8 réactions de ligation ont alors été réalisées pour insérer les inserts codants
pour les variants de la bibliotheque dans le vecteur accepteur compatible avec le phage display. Une
solution mére pour 11 réactions a été préparée contenant 110 pL de tampon T4 DNA ligase, 33 uL de
T4 DNA ligase, et 77 puL d’eau miliQ. 20 uL de la solution mére ont été mélangés a 40 uL de phagemide
digéré (4.6 pg) et 40 uL d’inserts digérés (1.3 pg) dans un ratio molaire insert : vecteur = 1.3 : 1. Les
produits de ligation ont été purifiés sur colonne comme décrit précédemment mais en réalisant
I’élution avec un tampon d’élution dilué 10 fois pour diminuer la force ionique. En effet, I'étape
suivante consiste a transformer des bactéries par électroporation avec les produits de ligation purifiés,
et une trop forte salinité du mélange peut causer la formation d’arcs électriques défavorable a la survie

des bactéries transformées.

Transformation des bactéries par les plasmides de la bibliotheque :

La derniére étape a consisté a transformer des bactéries avec les plasmides codants pour tous les
variants de la bibliothéque pour générer la bibliotheque. Dans cette optique, 36 tubes contenant 50
uL d’E.coli XL1Blue supercompétentes (Agilent) ont été transformés par électroporation par 4 uL des
produits de ligation (soit environ 120 ng de la bande d’intérét) dans des cuves Eurogentec 1mm CE-
0001-50 refroidies sur glace. 500 pL de milieu 2xYT ont été ajoutés immédiatement apres le choc
électrique, et les produits de transformation ont été incubés 1h a 37°C sous une agitation de 200 rpm.
Les 36 tubes ont été réunis en 1 seul tube, & partir duquel des dilutions allant de 102 & 10 ont été

réalisées. 200 pL des dilutions ont été étalées sur des boites ATG, et 450 pL de la culture non diluée
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ont été étalés sur 36 grandes boites ATG (20 x 20 cm). Les boites ont été incubées dans une étuve a
37°Csur la nuit.

Le lendemain, une solution de 2xYT contenant 1% de glucose et 15% de glycérol a été préparée. Les
grandes boites ont été grattées en deux fois avec 7 mL puis 3 mL de la solution préparée, dans le but
de récupérer les bactéries ayant poussées sur la nuit. Les bactéries collectées ont été réunies et une
densité optique a 600 nm de 35.6 a été mesurée pour I'ensemble des bactéries. Les bactéries ont alors
été distribuées par fraction de 1.6 mL dans des tubes de 2 mL (197 tubes), puis stockées a — 80°C. Les
boites sur lesquelles les dilutions ont été étalées ont été comptées et ont servi a déterminer la taille
de la bibliothéque. 17 colonies ont été obtenues pour 200 pL de la dilution 107 étalés, soit 1.377 x 10°

clones pour les 16.2 mL étalés sur les grandes boites.
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Conception in silico du modulateur allostérique :

Pour concevoir le modulateur allostérique, nous avons décidé de fusionner les aReps A12 et D3 par
une jonction en hélice a (voir résultats). Pour cela, nous avons établi un modele de structure pour ces
deux aReps, en utilisant la structure cristallographique d’une aRep a 3 motifs HEAT interne. En effet,
A12 et D3 possedent toutes deux 3 motifs internes, et comme la structure des aReps est superposable
d’une structure a I'autre, nous avons émis I'hypothése que le modéle créé serait proche de la vraie
structure de ces deux aRep. La séquence de I'aRep choisie a été mutée pour correspondre a celle de
la protéine A12, ou D3. La description qui suit concerne le modulateur A12D3, mais le méme protocole
a été réalisé pour le modulateur D3A12 en inversant les deux domaines. La premiere hélice a (en N-
ter) du modeéle de D3 a été supprimée, car son orientation n’était pas compatible avec la fusion que
nous souhaitions réaliser. Dans le logiciel Foldit, 10 alanines ont été rajoutées a I'extrémité N-terminale
de D3, en imposant une conformation en hélice a de facon a prolonger la premiére hélice de D3. Ces
10 alanines ont vocation a guider I'alignement des hélices a entre A12 et D3 et ne sont pas présentes
dans le modele final. Dans le visualisateur de protéines pymol, les 10 derniers résidus de A12 ont été
superposés aux 10 alanines formant une extension de la premiére hélice a de D3. De cette facon, la
derniere hélice a de A12 et la premiere hélice a de D3 étaient alignées comme s'il ne s’agissait que
d’une seule hélice. Les 10 alanines servant de guide ont été supprimées, et les deux chaines
polypeptidiques ont été fusionnées en une seule, afin de générer un fichier correspondant aux deux
domaines A12 et D3 joints par une hélice étendue. Ce fichier a été importé dans Foldit, et I'hélice
servant de jonction a subi une minimisation d’énergie. Nous avons pris le parti de ne pas utiliser cette
fonction de minimisation d’énergie sur I'intégralité de la protéine pour éviter que des biais ne soient
introduits. Trois positions jugées déstabilisantes (résidus hydrophobes) ont été mutés en résidus

hydrophiles.

Mise en place du modele HEK293 surexprimant TROP 2-GFP :

Des cellules HEK293 adhérentes, cultivées dans un flacon de culture, ont été traitées avec 2.5 mL de
Trypsine-EDTA apreés élimination des 5mL de milieu de culture DMEM contenant 10% FCS + NEAA +
Pyruvate+ PS. Le flacon a été incubé a 37°C pendant environ 10 minutes. Les cellules n'étaient plus
adhérentes et aprés 3 ou 4 ringages, les cellules étaient bien individualisées. Les 2,5 mL de cellules non
adhérentes ont été ajoutés a 7,5 mL de milieu complet DMEM et centrifugées a 1200 rpm pendant 10
minutes a 6°C. Apres centrifugation, le surnageant a été jeté et le culot cellulaire a été remis en
suspension avec précaution. 5 mL de milieu complet DMEM frais ont été ajoutés et les cellules ont été

comptées dans une lame KOVA. Deux plaques de six puits (Qu’'on nommera A et B) ont été préparées.
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Dans chaque puits, 3 mL de milieu DMEM complet préchauffé a 37°C ont été ajoutés. Les cellules
HEK293 ont été ajoutées selon le plan suivant pour chacune des plaques :

Puit n°1: 117000 cellules /puits

Puit n°2 : 58800 cellules/puits

Puit n°3 : 29400 cellules/puits

Puit n°4 : 14700 cellules/puits

Puit n°5 : 7350 cellules/puits

Puit n°6 : 3675 cellules/puits

Les deux plagues de 6 puits ont été incubées a 37°C pendant le week-end. Nous avons ensuite examiné
attentivement les plaques de six puits afin de déterminer quels puits étaient les plus appropriés pour
réaliser la transfection. Nous avons trouvé que le puits n°1 avait une confluence adéquate de cellules
HEK293 (environ 80%) pour la transfection.

Les surnageants des puits ont été retirés dans les puits n°1 des deux plaques A et B. 2,5 mL de milieu
DMEM complet préchauffé a 37°C a été ajouté a chaque puits et les plaques ont été incubées a 37°C
pendant environ 1 heure.

Deux tubes ont été préparés comme indiqué ci-apreés.

Tube A : 0,1 mL d’Opti-MEM + 24 puL de lipofectamine LTX. Homogénéisation et incubation a
température ambiante pendant 5 minutes.

Tube B : 0,3 mL d'Opti-MEM + 5 pL de réactif Plus + 50 pL d'ADNc plasmidique (5 pg). Ce mélange a été
doucement homogénéisé et incubé a température ambiante pendant 5 minutes.

Les contenus des tubes A et B ont été mélangés ensemble, puis incubé a température ambiante
pendant 15 minutes. Aprés 5 minutes, 280 L de ce mélange ont été ajoutés goutte a goutte dans les
puits n°1 des plaques A et B. Les plaques ont été doucement agitées et incubées a 37°C.

La plaque A a été incubée pendant 3h30 a 37°C. Puis le surnageant du puits n°1 a été soigneusement
retiré et 2,5 ml de DMEM (milieu complet) préchauffé ont été ajoutés. La plaque a été mise a incuber
dans une étuve a 37°C.

La plaque B a été incubée pendant une nuit a 37°C. Puis, le surnageant du puits n°1 a été retiré et 2,5
mL de DMEM préchauffé (milieu complet) ont été ajoutés. La plaque a été mise a incuber dans une
étuve a 37°C.

Les deux plaques de 6 puits ont été examinées avec un microscope possédant un filtre GFP pour
déterminer si la transfection a été efficace.

Le puits n°1 de la plaque A (3h30) et de la plague B (ON) contenaient de nombreuses cellules fortement
fluorescentes. Les deux puits n°1 contenaient des cellules mortes mais il semble qu’il y avait plus de
cellules mortes dans la plaque B (ON) que dans la plagque A (3H30). Aprés une agitation douce, les

surnageants des puits n°1 ont été retirés et 1,2 mL de Trypsine EDTA ont été ajoutés a chaque plaque,
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qui ont alors été incubées a 37°C pendant 10 minutes. Les cellules ont été remises en suspension et
rincées plusieurs fois pour dissocier les agrégats. Ensuite, les surnageants ont été mélangés a 3,5 mL
de milieu DMEM complet frais pour éteindre |'activité de la trypsine. Puis, les deux tubes ont été
centrifugés a 1200 rpm pendant 10 minutes a 6°C. Apres élimination des surnageants, les culots
cellulaires ont été remis en suspension et 2,5 mL de DMEM complet ont été ajoutés. La suspension
cellulaire a été mélangée soigneusement. Les suspensions cellulaires ont été comptées comme suit :
50 plL de chaque suspension cellulaire ont été dilués dans 1 mL de milieu DMEM. Les deux dilutions
ont été comptées dans une lame KOVA. La suspension HEK 293 (3h30) contenait 6,07 x 10° cellules/mL,
soit un nombre total des cellules récupérées de 1.517 x 10°. La suspension HEK 293 (ON) contenait 2.1
X 10° cellules/mL, soit un nombre total de cellules récupérées de 5,25 x 10°.

Deux plaques de 24 puits ont été utilisées pour chaque suspension cellulaire. Chaque puits a été rempli
avec 500 pL de milieu complet DMEM contenant 1 mg/mL de G-418 (également appelée généticine).
Puis 100 cellules/puits ont été ajoutées a une plaque et de 500 cellules/puits pour la seconde plaque.
Les plagues ainsi ensemencées ont été incubées a 37°C. Deux flacons de culture ont été préparés pour
cultiver les cellules restantes aprés les avoir déposées dans les plaques 24 puits. Le flacon N°1 contient
des cellules HEK293 transfectées avec le plasmide encodant TROP2-GFP (3h30) et le flacon N°2
contient des cellules HEK293 transfectées avec le plasmide encodant TROP2-GFP (ON). Les cellules ont
été cultivées dans du DMEM complet contenant 1mg/ml de G-418. Les cellules des flacons et des
plaques de 24 puits ont été examinées tous les deux jours pour vérifier la viabilité des cellules et I'état
de confluence de la culture. Lorsque les cellules étaient confluentes, pour les deux types de cultures
(plaques 24 puits et flacons), le surnageant a été retiré et les cellules adhérentes ont été traitées avec
de la trypsine EDTA pendant environ 10 minutes a température ambiante. Les cellules soigneusement
rincées pour dissocier les agrégats ont été mélangées avec 5 mL de leur propre surnageant pour
chaque suspension cellulaire. Les cellules ainsi remises en suspension ont été centrifugées a 1200 rpm
pendant 10 minutes. Les surnageants ont été éliminés et les cellules remises en suspension. Du DMEM
contenant du G-418 a 1 mg/mL a été ajouté a chaque suspension, et une goutte de ce mélange a servi
a relancer les cultures en flacon, ou 50 pL pour les cultures sur plaques 24 puits.

Les cellules HEK293 provenant des flacons ont été examinées au microscope pour déterminer combien
de cellules expriment la GFP. De nombreuses cellules étaient fluorescentes mais les niveaux de
fluorescence étaient trés hétérogenes. Ainsi, les deux flacons de

(1) HEK293 TROP2-GFP 3h30 (cultivé dans du DMEM contenant du G-418 a 1 mg/mL)

(2) HEK293 TROP2-GFP OVN (cultivé dans du DMEM contenant du G-418 a 1 mg/mL)

ont été traitées avec 2,5 ml de Trypsine-EDTA pendant environ 10 minutes. Les cellules ont ensuite été
recueillies dans des tubes de 15 mL contenant du milieu DMEM complet. Les cellules ont été

centrifugées a 1200 rpm pendant 10 minutes. Ensuite, les surnageants ont été éliminés et les cellules
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ont été remises en suspension dans le milieu de congélation (4 mL). Ainsi, les deux types de cellules
HEK293 TRO2-GFP (transfectées 3h30 ou ON) ont été réparties dans des tubes de congélation (4 tubes
pour chaque suspension cellulaire). Les tubes ont été immédiatement congelés a -80°C.

Deux cultures en flacons (un pour chaque type de transfection) ont été relancées avec une goutte de
suspension cellulaire trypsine-EDTA. Dans chaque flacon, 5 mL de milieu DMEM complet contenant du
G-418 a 1mg/ml ont été ajoutés et les flacons ont été incubés a 37°C:

(1) HEK293 TROP2-GFP 3h30 (cultivé dans du DMEM contenant du G-418 a 1 mg/mL)

(2) HEK293 TROP2-GFP OVN (cultivé dans du DMEM contenant du G-418 a 1 mg/mL)

Des plaques de 24 puits contenant 100 cellules HEK293 TROP2GFP 3h30 par puits (cultivées dans du
DMEM contenant du G-418 a 1 mg/mL) ont été examinées au microscope pour identifier le nombre de
clones qui se développaient dans chaque puits. Il est intéressant de noter que de nombreux puits
contenaient plusieurs clones. Cependant, quelques puits ne contenaient que des cellules mortes. Tous
les puits contenant des cellules vivantes ont été marqués et certains de ces puits ont été examinés au
microscope pour détecter la GFP. De toute évidence, plusieurs groupes de cellules étaient clairement
fluorescents mais la fluorescence était hétérogene.

A ce stade, I'observation des puits au microscope a permis d’identifier des clones plus ou moins bons.
Les criteres d’évaluation étaient le nombre de cellules non fluorescentes au sein d’un méme clone, et
I'intensité de la fluorescence. Les cultures contenant les clones les plus intéressant (minimum de
cellules non fluorescentes et forte intensité de fluorescence) ont été maintenues, puis des échantillons
de ces cultures ont été congelés comme décrit précédemment. Les expériences de FACS ont été
réalisées avec tous ces clones dans un premier temps, ce qui a permis d’identifier un clone « D1 » qui
possédait la meilleure intensité de fluorescence. Les expériences de FACS ont ensuite été réalisées

uniquement sur ce clone.

Fluorescent Activated Cell Sorting (FACS):

Les cellules HEK293 non transfectées et les cellules HEK293 transfectées avec TROP2-GFP (lignée
oligoclonale D1) ont été traitées environ 10-15 minutes avec 2 mL de trypsine-EDTA a 37°C, puis
mélangées a 5 mL de milieu DMEM (surnageant de chaque flacon). Les suspensions ont été
centrifugées a 1200 rpm a 10°C pendant 10 minutes. Apres centrifugation, les surnageants ont été
jetés et les cellules culottées ont été remises en suspension dans 5 mL de milieu DMEM pour les cellules
HEK293 non transfectées ou 15 mL de volume final pour la lignée D1. Les cellules ont été comptées et

un volume de chaque suspension a été ajouté pour obtenir 5 x 10° cellules par tube. Tous les tubes ont
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été centrifugés a 1200 rpm pendant 10 minutes. Les surnageants ont été jetés et le culot cellulaire
remis en suspension apres élimination de la derniere goutte.

Les cellules ont alors été mises au contact de différentes concentrations des réactifs suivants : un
anticorps anti-TROP 2, la mono-P5H B1 biotinylée, I'aRep A1l biotinylée, un anticorps non spécifique,
une aRep non spécifique, des tétrameres fluorescents de B1 ou de Al, des tétrameres fluorescent
d’aRep non spécifique. Aprés un temps d’incubation allant de 30 mins a 1 h selon les expériences, les
cellules ont été lavées par ajout dans chaque tube de 700 uL de DMEM complet, puis centrifugées 10
mins a 1200 rpm. Les surnageants ont été éliminés jusqu’a la derniere goutte, et la présence des
interacteurs a été révélée par ajout dans les tubes d'un réactif fluorescent secondaire: la
streptavidine-AlexaFluor680 pour révéler les interacteurs biotinylés ou un anticorps anti-IgG de souris
couplé a un AlexaFluor580 pour révéler les anticorps. Aprés un temps d’incubation de 45 mins a 1h
selon les expériences, les cellules ont été lavées comme décrit précédemment puis remises en
suspension 400 pL de PBS + 2% de sérum de veau feetal avant d’étre analysées sur le CytoFlex de la

plateforme d’imagerie de I'l2BC a Gif-sur-Yvette (ImageGif).
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