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°C = degrés Celsius
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2D = Trois dimensions

5S = ARN ribosomal de la grande sous-
unité

16 S = ARN ribosomal de la petite sous-
unité

23 S = ARN ribosomal de la grande sous-
unité

30 S = petite sous-unité du ribosome
30 SIC = 30 S Initiation Complex

50 S = grande sous-unité du ribosome
70 S = ribosome entier

70 SIC = 70 S Initiation Complex
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Cryo-EM = Cryo-Electron Microscopy
(Cryo-microscopie électronique)

CTF = Contrast Transfer Function
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CVMP = Committee for Medicinal Products
for Veterinary Use

Da = Daltons

DIS = Dimerization Initiation Site
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DO = Densité optique

DTT = Dithiothréitol
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E. coli = Escherichia coli

EDTA = acide
éthylenediaminetétraacétique
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Chapitre I ” Introduction

I. INTRODUCTION

A. Histoire des antibiotiques

1. Histoire etusage

Les antibiotiques sont apparus dans la recherche et la médecine il y a plus d'un
siecle et demi. L'histoire de leur découverte jusqu’a la fin de I'age d’or des antibiotiques
peut étre retracée au travers de différentes dates et noms marquants (Mohr 2016).
La définition d’antibiotique est donnée par S. A. Waksman (prix Nobel de physiologie ou

médecine en 1952) dans les années quarante :

« Un antibiotique est une substance chimique, produite par des micro-
organismes, qui a la capacité d'inhiber la croissance et méme de détruire les
g y q p

bactéries et autres micro-organismes. ».

Cette définition est aujourd’hui a nuancer, car trop restrictive. L'usage du mot
antibiotique étant étendu aux composés synthétiques ou produits par les plantes,
insectes et animaux. De plus, cette définition ne prend pas en compte la toxicité sélective
des antibiotiques ni leur aspect thérapeutique (Bentley et Bennett, 2003). La cause des
maladies infectieuses était longtemps ignorée, et malgré les observations d’inhibition de
croissance bactérienne par des moisissures, le potentiel thérapeutique des antibiotiques
restait méconnu. Effectivement les premiéres identifications de micro-organismes par
Antonie van Leeuwenhoek au 17°™ siécle ne furent pas immédiatement suivies par leur
corrélation avec les maladies. Le pouvoir d’inhibition des bactéries par les moisissures
fut mis en évidence de nombreuses fois avant le 19°™ siécle. Mais il fallut attendre les
postulats de Robert Koch sur le lien entre les bactéries et les infections pour y voir un
potentiel thérapeutique. Ces postulats ont été publiés en 1884, a la suite des travaux de
Koch sur I'agent de la tuberculose. Sa these ne fut pas immédiatement reconnue mais un
des précurseurs de la recherche sur les antibiotiques est Ernest Duchesne qui fut un des
premiers a essayer de comprendre le fonctionnement de I'inhibition de la croissance

bactérienne par des moisissures, de nombreuses fois observée (Duchesne 1897).

Le premier antibiotique est décrit par Bartolomeo Gosio en 1893, c’est l'acide
mycophénolique, qui est produit par Penicillium brevicompactum et agit contre Bacillus
anthracis. 11 est synthétisé pour la premiére fois en 1912. Le premier antibiotique

synthétique est un dérivé de I'arsenic connu sous le nom de Salvarsan (Figure 1). Il est créé
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par Paul Ehrlich et Alfred Bertheim en 1912 et devient un pionnier de la thérapie ciblée

car sa découverte est issue d’'un programme rationnel de sélection.

Aprés la premiere guerre mondiale, un effort commun de sélection
d’antibiotiques synthétiques, plus précisément des composés sulfurés, est déployé car les
blessés de guerre et les civils malnutris sont plus sensibles aux infections. Il en ressort
notamment le sulfanilamide, commercialisé sous le nom de Prontosil. Cet antibiotique

est en fait un précurseur, dégradé in vivo, qui cible un enzyme de la voie de I'acide folique.

En 1940, ont été découverts la quinine pour soigner la Malaria, le Salvarsan contre
la syphilis et les composés sulfurés qui agissent contre la plupart des infections a un Cocci

Gram +.

C'est alors que les antibiotiques de la classe des B-lactamines apparaissent en
thérapie, avec la découverte de la pénicilline. Décrite par Alexander Fleming, sa structure
établie par Florey et Chain, et sa production a grande échelle appréhendée par Heatley,
la pénicilline apparait sur le marché du médicament en 1941. Rapidement apparaissent
des résistances a ces antibiotiques causées par des -lactamases. Commence alors I'dge
d’or des recherches sur les antibiotiques, apres la seconde guerre mondiale. La
découverte de la pénicilline couplée a la reconnaissance des bactéries du sol en tant que
source de nouveaux antibiotiques font qu'a cette époque toutes les entreprises
pharmaceutiques se concentrent sur la recherche de nouveaux antibiotiques (Drews

2000).

Plusieurs classes d’antibiotiques naturels ont pu étre identifiées grace a ce
programme de sélection. Le premier antibiotique mis sur le marché par l'industrie
pharmaceutique américaine est la tyrothricine, polypeptide issu de Bacillus brevis,
découvert par René Dubos en 1939. L'actinomycine, est le premier polypeptide
antibiotique isolé a partir d'une souche de l'ordre des Actinomycétes (genre
Streptomyces). Ce composé trop toxique pour un usage antibactérien est un des premiers
antibiotiques découverts ayant des propriétés anticancéreuses. La bacitracine est
également un mélange de polypeptides, issu de Bacillus subtilis, qui inhibe la synthese

des peptidoglycanes des bactéries a Gram positif.

La streptomycine, premier antibiotique de la famille des aminoglycosides, est
découvert en 1944 (Schatz et al. 2005). Il est isolé a partir d'une souche de

Streptomyces anulatus.
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PROUITS NATURELS i
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Figure 1- Chronologie des arrivées sur le marché thérapeutique de nouvelles classes d'antibiotiques
(adapté de Hutchings, Truman, et Wilkinson 2019). La source, synthétique ou naturelle, des antibiotiques
est indiquée par une couleur : vert = actinomyceétes, bleu = autres bactéries, violet = champignons et orange =
synthétique.

Les aminoglycosides sont des antibiotiques a large spectre trés puissants qui se
lient a la sous-unité ribosomique 30S pour inhiber la synthése des protéines
bactériennes. La streptomycine fut le premier composé anti-tuberculose mis sur le
marché, en 1946, et permis également de soigner des infections incurables avec la
pénicilline. D’autres composés ont marqué l'histoire des aminoglycosides, comme la
kanamycine, la gentamicine et la tobramycine, importants acteurs du traitement des
infections a Gram négatif (Mingeot-Leclercq, Glupczynski, et Tulkens 1999). En 1949,
la néomycine est isolée a partir d'une souche de Streptomyces fradiae, ce composé est
actif contre des bactéries résistantes a la streptomycine, y compris M. tuberculosis
(Waksman et Lechevalier, 1949). Cette famille d’antibiotiques est toujours utilisée en
clinique, mais en raison de leurs propriétés médicinales insuffisantes et de leurs effets
secondaires graves, ils sont réservés pour des thérapies combinées ou une application

locale.

Une autre famille d’antibiotiques issues d'une bactérie du genre Streptomyces est
la famille des phénicols, comprenant notamment le chloramphénicol, isolé a partir d'une
souche de Streptomyces venezuelae (Ehrlich et al. 1947). Cet antibiotique est le premier a

étre synthétisé chimiquement (Controulis, Rebstock, et Crooks 1949).

Issue de différentes souches de Streptomyces également, la famille des
tétracyclines représentait un choix intéressant en thérapie humaine et méme en
vétérinaire ol ces composés étaient utilisés en tant que promoteurs de croissance pour

les animaux (Chopra et Roberts 2001) car ils induisaient peu d’effets secondaires.
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Cependant, I'émergence des résistances a freiné leur potentiel thérapeutique et

industriel.

La classe majeure d’antibiotiques des macrolides, dont le premier composé
découvert fut I'érythromycine, issue de Streptomyces erythreus (McGuire et al. 1952).
Aujourd’hui, I'érythromycine reste un antibiotique de référence chez les patients
allergiques a la pénicilline, contre les infections des voies respiratoires et contre la
coqueluche. Plusieurs générations de macrolides ont été créées par la suite, les dérivés
semi-synthétiques de seconde et troisieme génération (les kétolides) permettent de
contrer les mauvaises caractéristiques pharmacologiques et I'émergence des résistances

(Dinos 2017).

Les glycopeptides, découverts au cours des années 50, sont des peptides non
ribosomaux inhibant un stade tardif de la synthése des peptidoglycanes. Le premier
composé de cette famille est la vancomycine (Mccormick et al. 1955), isolé a partir de
Streptomyces orientalis. Provoquant des effets secondaires, aujourd’hui, la vancomycine
et le second composé de cette famille, la téicoplanine (Bochud-Gabellon et Regamey
1988) sont utilisées principalement pour soigner des infections graves a des bactéries a
Gram positif résistantes notamment aux [(-lactamines et des infections a S. aureus

résistants a la méticilline.

Les streptogramines sont des peptides cycliques appartenant a différentes
classes, composées d’au moins trois molécules de structures différentes (Charney et al.
1953). L'avantage apporté par un mélange complexe de molécule est que I'apparition de
résistances pourrait étre plus lente. Mais des résistances aux streptogramines ont quand
meéme émergées a la suite de leur utilisation en thérapie. Les résistances ajoutées a des
effets secondaires et 'arrivée sur le marché de composés simples comme le linézolide,
un oxazolidinone (Figure 1) (Leach et al. 2011) ou la daptomycine, ont participé a la

progressive inutilité de ces composés en thérapie.

La famille des lincosamides est constituée d'un composé naturel, la lincomycine
découvert dans les années 60 et issue d'une souche de Streptomyces lincolnensis, et d'un
composé semi-synthétique la clindamycine, qui est plus active que son homologue
naturel. Leur activité est proche de celle des macrolides, ils agissent principalement sur

des bactéries & Gram positif (Spizek et Rezanka 2017).

Les ansamycines est également une famille dont les membres dérivent d’'un
composé naturel issu de Streptomyces mediterranei, la rifamycine (Sensi, Greco, et
Ballotta 1959). Certains de ces composés, comme la rifampicine, sont actifs contre
M. tuberculosis et M. leprae. Aujourd’hui, ils sont utilisés en thérapie combinées a cause

de I'émergence de résistances.
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Le genre Streptomyces est donc un des producteurs les plus importants
d’antibiotiques naturels. Pres de deux tiers des antibiotiques connus sont issus de ce
genre (Bérdy 2005). Cependant, aucun nouveau composé n’a été découvert a partir de
Streptomyces depuis le milieu des années 8o, époque a laquelle les carbapénemes,

composés de la famille des béta-lactamines, furent découverts (Birnbaum et al. 1985).

Les années 60 ont vu apparaitre également les quinolones, produits synthétiques
dont le premier, I'acide nalidixique, fut découvert accidentellement a partir d'un sous-

produit de la synthése de la chloroquine, un composé antimalarique (Lesher et al. 1962).

La famille découverte le plus récemment est celle des oxazolidinones, dont le
premier composé est le linézolide permettent aujourd’hui de soigner de nombreuses
infections dues a des bactéries a Gram positif multi-résistantes. Ce sont des composés
synthétiques déja découverts en 1987 (Ford et al. 1997) mais dont le premier dérivé fut

accepté sur le marché en 2000.

Mais globalement, trés peu de nouveaux antibiotiques sont apparus sur le marché
au cours des 40 dernieres années et 'émergence de résistances a toutes les familles
d’antibiotiques conduisent vers un manque de thérapie contre les infections par des

bactéries multi-résistantes.

2. Antibiotiques et résistances

2.1, Lesdifférentes classes d'antibiotiques

Parmi les différents antibiotiques agissant contre les bactéries, certains ciblent la
paroi bactérienne et plus précisément la synthése des éléments qui la compose. La
famille comportant le plus de membres est celle des P-lactamines. Ces composés
interagissent avec les protéines liant les pénicillines (PLP), des enzymes impliquées dans
la synthese des peptidoglycanes. La paroi bactérienne est majoritairement composée de
peptidoglycanes qui forment un maillage entourant la bactérie. Ces protéines, les PLPs,
catalysent la formation de dipeptides permettant l'assemblage des couches de

peptidoglycanes.

D’autres ciblent la membrane plasmidique, c’est le cas des polymyxines et des
lipopeptides. Les polymyxines sont des polypeptides cycliques qui interagissent avec les
phospholipides de la membrane bactérienne, induisant sa destruction. Les lipopeptides

ont un mécanisme semblable, l'insertion de leur queue lipophile dans la membrane
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cellulaire bactérienne, provoque une dépolarisation rapide de la membrane et un efflux

des ions potassium conduisant a la mort de la bactérie (Steenbergen et al. 2005).

Certains ciblent la synthése d’acides nucléiques. Les fluoroquinolones se lient a
I’ADN et interférent dans la synthese d’ADN en inhibant I'activité de 'ADN gyrase et de
topoisomérases. Les rifamycines inhibent la synthese d’ARN car ont une forte affinité

pour ’ARN polymérase bactérienne.

D’autres encore ont pour cible des voies métaboliques. Les sulfonamides bloquent
la voie de synthese de I'acide folique, leur structure étant similaire au substrat naturel
que la bactérie utilise pour produire la vitamine Bg. Ce blocage conduit a I'inhibition de
la syntheése des bases nucléiques et par conséquent a la mort cellulaire. Les isoniazides
inhibent la voie de synthese des acides mycoliques, composants essentiels de la paroi
mycobactérienne (exemple de mycobactérie: Mycobacterium tuberculosis, agent

responsable de la tuberculose).

B-lactames (pénicilline, céphalosporines,

monobactames, carbapénémes) Membrane plasmique :
Glycopeptides (vancomycine) Polymixines (polymixine B, colicine)
Bacitracine Lipopeptides (daptomycine)

Ribosome :

30S
Aminoglycosides
Tetracyclines
50S

Macrolides
Lincosamides
Chloramphénicol
Oxazolidinones

Synthése d'ADN : Voies métaboliques :

Fluoroquinolones Sulfonamides (voie de I'acide folique)
Synthése d'ARN : Izoniazide (voie des acides mycoliques)
Rifamycines (rifampicine)

Figure 2 - Les différentes classes d'antibiotiques et leurs cibles (adapté de « Ch. 1 Introduction -
Microbiology | OpenStax », créé avec BioRender.com). Représentation schématique d'une bactérie. La
paroi bactérienne est représentée par un trait orange épais, la membrane bactérienne par un trait fin orange.
Les traits rouges symbolisent I'ADN génomique. Les billes vertes représentent les ribosomes.
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Enfin, la grande majorité des antibiotiques actuellement sur le marché ont pour
cible le ribosome et par conséquent la traduction bactérienne, c’est-a-dire le mécanisme
de décodage d'un ARN messager en protéine (Figure 2). Les principaux antibiotiques
ciblant le ribosome et notamment deux grandes familles, les macrolides et les

aminoglycosides, seront exposés en détail dans cette these.

2.2, Emergence des résistances

L’apparition d’'une résistance est due a I'apparition spontanée de celle-ci dans un
membre d’'une colonie bactérienne. Si tous les membres sensibles de la colonie se
retrouvent en présence de I'antibiotique, alors ne survivra que le membre résistant qui
aura toute la place pour se multiplier et faire grossir une colonie résistante, la résistance
se transmettant entre générations. Cela correspond au transfert de géne vertical. De plus,
les bactéries sont capables d’effectuer des échanges de patrimoine génétique par
transfert de géne horizontal, de bactérie a bactérie. La plupart des genes de résistances

étant encodés sur des transposons, des intégrons ou des plasmides.

La résistance aux antibiotiques est mise en évidence des la découverte des
premiers antibiotiques et dans un nombre croissant d'espéces bactériennes au cours des

50 derniéres années.

Transfert de géne vertical Transfert de gene horizontal

Conjugaison

Réplication du génome
et division cellulaire

3

Figure 3 - Transferts de génes entre bactéries (créé avec BioRender.com)

De nombreuses bactéries a Gram positif et a Gram négatif sont devenues
multirésistantes. Notamment, le nombre croissant de souches responsables de la

tuberculose en fait une des infections les plus importantes et les plus inquiétantes au
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regard de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Beyer et al. 2020). Pourtant, la
résistance aux antibiotiques est un phénomene qui a été décrit et anticipé avant méme
la mise sur le marché des premiers antibiotiques. Des que les premiers médicaments ont
été accessibles, des souches résistantes ont été identifiées. Les souches résistantes ne sont
plus seulement nosocomiales mais émergent et se propagent également dans la
communauté. Ce phénomene étant amplifié avec la mondialisation qui augmente les
mouvements internationaux des personnes pour le commerce ou les voyages (Fernandes
2006). Le phénomeéne est aussi accentué par l'usage intensif d’antibiotiques dans
l'agriculture, 'élevage et I'utilisation pour la médecine non controlée dans certains pays.
Les antibiotiques sont souvent prescrits pour des maladies virales et peuvent parfois étre
mal utilisés par la population. La résistance se développe si le temps de traitement et le
nombre de doses ne sont pas respectés. L'effet de contagion doit étre pris en compte dans
I'explication de l'augmentation des cas de résistance. Dans un premier temps, la
résistance se développe par des mutations ou des transferts de génes horizontaux puis
elle se dissémine et ce sont les facteurs environnementaux, sociaux et économiques qui

influent sur le taux de cette dissémination (Vikesland et al. 2019).

La plupart des mécanismes de résistance sont originellement issus de souches
productrices d’antibiotiques, comme les actinomycetes (Davies et Davies 2010). Des
preuves d'échange de genes de résistance aux antibiotiques entre les bactéries du sol et
les agents pathogénes cliniques ont été mises en évidence (Allen et al. 2010), appuyant
I'importance de l'environnement dans I'émergence de résistances. Aujourd’hui, la
recherche sur certaines familles d’antibiotiques a été déclarée de premiere urgence et des
bactéries multi-résistantes ont été mises sur liste rouge par 'OMS (Beyer et al. 2020). En
effet, la dissémination des résistances aux antibiotiques est un phénoméne mondial, qui
n'est pas contraint géographiquement au sein des villes. Il a été montré, par exemple, que
des isolats de bactéries (E.coli) provenant d'oiseaux de I'Arctique portaient des
déterminants de résistance a un grand nombre de médicaments. Ce constant indique que
des génes de résistance peuvent étre trouvés méme dans une région isolée, sans pression

de sélection pour la résistance aux antibiotiques (Sjolund et al. 2008).

Ce qui rend I'émergence des multirésistances tres inquiétante est le fait que les
antibiotiques ne servent pas seulement a soigner les infections mais aussi a les prévenir
lors d’autres interventions telles que la chimiothérapie ou les césariennes. En Europe, il
est estimé qu’au moins 25 000 personnes décédent chaque année des suites d'infections
hospitalieres. Ces infections sont généralement causées par ces bactéries résistantes :
Escherichia coli (E. coli), Klebsiella pneumoniae (K. Pneumoniae), Enterococcus faecium
(E. faecium), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Staphylococcus aureus (S. aureus)
résistant a la méticilline (SARM) (Public Health England 2015).
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2.3. Typesde résistances

Les mécanismes de résistance communs aux antibiotiques sont la modification
du composé, la modification ou la mutation de la cible et I'efflux du composé hors de la
bactérie. De plus certaines souches sont naturellement résistantes a certains
antibiotiques (Figure 4). C'est le cas des bactéries a Gram négatif et les mycobactéries qui
sont naturellement résistantes aux macrolides, grace a la faible perméabilité

membranaire empéchant ces composés d’entrer dans la cellule.

2.3.1. Pompes a efflux

De nombreuses pompes a efflux sont responsables de lextraction des
antibiotiques présents dans le cytoplasme de la cellule. Elles sont classées en plusieurs
familles selon les relations phylogénétiques, la structure et le mode d'action. Parmi elles,
les MFS (« Major Facilitators Superfamily »), les ABC (« ATP Binding Cassette »), les
MATE (« Multidrug And Toxic compound Extrusion »), les RND (« Resistance
Nodulation Division ») et les SMR (« Small Multidrug Resistance ») qui peuvent étre
encodées sur le génome ou des plasmides et induire l'efflux de diverses familles
d’antibiotiques (Li, Plésiat, et Nikaido 2015).

La plupart des pompes encodées sur le génome permettent I'efflux
d’antibiotiques variés et leurs roles au sein de la cellule ont été démontrés comme étant
divers. Ces pompes servent a I'export de toxines environnementales ou I'excrétion de
molécules utiles a la virulence ou a 'homéostasie (Martinez et al. 2009). Chez les
bactéries a Gram positif, qui ne possédent qu'une membrane externe, les pompes sont
composées d'une seule protéine transmembranaire. La famille ABC est responsable de
I'export de nombreux composés, la famille MATE permet l'efflux des aminoglycosides
des fluoroquinolones et plus généralement des composés cationiques. Chez les bactéries
a Gram négatif les pompes a efflux sont localisées sur la membrane interne et des
facteurs, localisés dans I'espace périplasmique, permettent de relier ces pompes a une
porine de la membrane externe, qui est dans la plupart des cas la porine TolC. La famille
RND est responsable de I'export de nombreux composés, la famille ABC permet 'efflux
des macrolides (Piddock 2006).
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Figure 4 - Mécanismes de résistance aux antibiotiques (créé avec BioRender.com)

2.3.2. Mutation et modification de la cible

Un autre mécanisme de résistance consiste en la mutation de la cible conduisant
a une affinité réduite pour I'antibiotique. Des mutations dans I'ARN polymérase et 'ADN
gyrase, les enzymes ciblées par la rifampicine et les fluoroquinolones, respectivement,
ont conduit a I'émergence d'une résistance a ces médicaments. L'affinité des béta-
lactamines pour leur cible, les PLPs, peut étre diminuée par une mutation
chromosomique (McManus 1997). Les antibiotiques qui ciblent le ribosome, c’est-a-dire
le coeur de la machinerie cellulaire permettant la production de protéines, ciblent de
maniére générale '’ARN ribosomique (ARNr). Le ribosome est essentiellement composé
d’ARN qui est donc la cible majeure des antibiotiques ciblant le ribosome. Une mutation
du site d’'interaction peut donc induire un fort taux de résistance. Cependant, la plupart
des souches bactériennes comportent plusieurs copies des ARN ribosomaux et par
conséquent un fort taux de résistance n’est possible que si la majorité des opérons sont
mutés. Les mutations des protéines ribosomales peuvent aussi induire une résistance
mais la plupart du temps de maniére indirecte car peu de composés interagissent
directement avec les protéines du ribosome. Cependant comme la plupart des
antibiotiques actuellement utilisés ciblent des parties conservées du ribosome, la

mutation de ces sites entrainent également un co(it énergétique pour la cellule. Ce cotut
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peut parfois étre diminué par 'apparition de mutations compensatoires permettant de

restaurer une production de protéines suffisante (Wilson 2014).

La modification de la cible et notamment la méthylation des ARN ribosomaux par
des ARNr méthyltransférases est 'un des mécanismes de résistance les plus caractérisés
et représentés dans les souches cliniques. L'exemple des Erm méthyltransférases
explique cette profusion. Ces enzymes catalysent la mono- ou di-méthylation le
nucléotide A2058 de ’ARNr 23S et induisent une résistance a la fois aux macrolides, aux

kétolides, aux lincosamides et aux streptogramines B.

La cible peut également étre totalement remplacée. Par exemple, S. aureus a
acquis une PLP exogene codée par le géne mecA ayant une faible affinité aux béta-
lactamines et conférant une résistance a tous les membres de cette classe (Hiramatsu et

al. 2013).

2.3.3. Modification et dégradation du médicament

Les antibiotiques peuvent également étre les cibles d’enzymes modificatrices qui
peuvent induire une phosphorylation, une acétylation, une adénylation, une
glycosylation ou une hydroxylation du composé. D’autres enzymes peuvent dégrader les
antibiotiques. Les estérases clivent le macrocycle des macrolides, les rendant linéaires
(Morar et al. 2012). L'exemple le plus connu est celui des béta-lactamases qui ciblent les
béta-lactamines, l'activité de ces enzymes étant d’hydrolyser les composés chimiques

contenant un cycle lactame (Bush 2018).

2.3.4. Protection de la cible

La cible de l'antibiotique peut interagir avec des facteurs qui induisent la
dissociation du médicament du site d’interaction. Par exemple, les protéines TetO et
TetM, des paralogues du facteur de traduction EF-G, se fixent a des ribosomes bloqués
car liés a la tétracycline. Ils induisent la dissociation de la tétracycline et un changement
de conformation empéchant le médicament de se fixer a nouveau (Donhofer et al. 2012).
Une autre forme de protection est illustrée par la protéine Qnr, ayant une structure
mimant '’ADN, qui interagit avec la gyrase et la topoisomérase IV et confere une

résistance aux quinolones (Hooper 2002).

11
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2.3.5. Surexpression de la cible

La surexpression du gene codant pour la cible d’'un antibiotique est un mécanisme
de résistance permettant d’annuler I'effet bactéricide ou bactériostatique de ce dernier.
Le principe consiste a augmenter le nombre de cibles, ce qui permet a certaines d’entre
elles de ne pas étre liée par un antibiotique et de fonctionner normalement. Dans la
plupart des cas, cette surexpression est liée a une mutation dans le promoteur du gene
(Chopra 1998). Par exemple, la surexpression du facteur de traduction EF-Tu, cible de
I'amythiamycine, permet de rétablir un niveau de traduction viable pour la bactérie

(Gross et al. 2013).

3. Antibiotiques dans la recherche d'aujourd’hui

A cause de 'émergence trop rapide de résistances et de la difficulté de découvrir
de nouveaux composés antibiotiques qui peuvent a la fois surmonter les résistances, étre
efficaces, non toxiques pour I'animal et assimilables facilement, le combat semble trop
grand et perdu d’avance. Les antibiotiques en phase d’essai clinique aujourd'hui sont des
dérivés de classes connues ou d'antibiotiques synthétiques (exemples télithromycine et
solithromycine de la classe des macrolides). La plupart des entreprises pharmaceutiques
ne s'intéressent plus a la recherche sur les antibiotiques, a cause de leur faible rendement.
En effet, les nouveaux antibiotiques sont réservés au traitement d’infections graves a des

pathogenes multi-résistant et le dosage est limité (Fair et Tor 2014).

3.1. Molécules synthétiques et semi-synthétiques

La production de molécules semi-synthétiques a partir de classes existantes
semble une solution efficace car les risques toxicologiques ou de mauvaises efficacités
peuvent étre mieux anticipés. Cependant, ces nouveaux composés sont plus susceptibles
d’étre les cibles des mémes résistances que les antibiotiques parents. Le développement

de nouvelles classes d’antibiotiques serait nécessaire.

Depuis les années soixante, seulement six antibiotiques avec des squelettes
différents des précédents ont été introduits sur le marché thérapeutique. Parmi eux, deux
sont totalement synthétiques, le linézolide, un oxazolidinone accepté en 2000 (Leach et

al. 2011) et la bédaquiline, un diarylquiniline accepté en 2012 (Goulooze, Cohen, et
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Rissmann 2015). Mais la majorité des antibiotiques introduits au cours des trente
derniéres années sont d'origine semi-synthétique. Aujourd’hui il existe de nombreux
exemples d'antibiotiques désormais utilisés ou prometteurs eux-mémes dérivés de
composés semi-synthétiques (Fair et Tor 2014). Il existe des composés semi-synthétiques
dans la plupart des classes d’antibiotiques, par exemple le méropénéme (béta-
lactamines), la tigécycline (tétracycline), 'amikacine (aminoglycoside), 'azithromycine

(macrolide) ou la rifampicine (rifamycine) (Newman et Cragg 2007).

3.2. Approches alternatives

Le besoin d’approches alternatives pour créer de nouveaux antimicrobiens a
donné naissance a différentes stratégies. La création de conjugués avec des molécules est
une stratégie permettant de contrecarrer les points faibles de certains antibiotiques. Par
exemple, si un composé ne peut pas pénétrer les cellules a Gram négatif, en le conjuguant
a un autre reconnu par les systémes de transport, l'efficacité du premier pourra étre
augmentée (Dassonville-Klimpt et Sonnet 2020). Ainsi, la conjugaison d'un antibiotique
a un sidérophore permet de faire pénétrer 'antibiotique en utilisant les systémes de
transport du fer chez des bactéries a Gram négatif (Paulen et al. 2017, Negash, Norris, et

Hodgkinson 2019).

La conjugaison d’un antibiotique avec un anticorps est aussi une stratégie utilisée.
Un composé antibiotique-anticorps combine les attributs de l'anticorps et de
l'antibiotique dans une seule molécule. Plus précisément, cela permet d’obtenir 1'effet
combiné antibactérien d'un antibiotique avec les propriétés d'absorption, de
distribution, de métabolisme et d'élimination associées aux anticorps. Une propriété
importante étant notamment la longue demi-vie des anticorps. Un conjugué de ce type
a été récemment rapporté comme prometteur dans le traitement d’infections a

Staphylococcus aureus (Lehar et al. 2015, Mariathasan et Tan 2017).

Un antibiotique lié a une molécule photoactivable permet également d’améliorer
l'efficacité bactéricide. Par exemple, la conjugaison de la gentamicine avec la
porphycéne, une molécule photosensible, permet de réduire la concentration
d'antibiotique requise pour obtenir un effet bactéricide lors de I'exposition a la lumiere

pour laquelle la molécule est sensible (Nieves et al. 2020).

L'utilisation d’'un peptide antimicrobien conjugué a un antibiotique est une
stratégie envisagée car les peptides antimicrobiens sont une classe d'antibiotiques avec

une plus faible propension a développer une résistance (Reinhardt et Neundorf 2016).
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L’association des deux peut permettre d’augmenter l'activité antibactérienne ou la

sélectivité pour la cible.

Un aspect plus lointain des connaissances scientifiques fondamentales qui
permettrait d’augmenter potentiellement la découverte de nouveaux antibiotiques se
trouve dans le partage des connaissances. Notamment le partage de connaissances
concernant des recherches qui ont abouti sur des « échecs ». Cela permettrait de mettre
en commun les voies déja explorées et d’éviter la duplication de projets conduisant a des

résultats négatifs (Yu 2021).
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B. Antibiotiques ciblant le ribosome

1. Les principaux antibiotiques ciblant le ribosome

Le ribosome est la machine moléculaire principale de la synthese protéique. C'est
une macromolécule qui permet, a l'aide de différents facteurs, de traduire une séquence
d’ARN messager (ARNm) en polypeptide composé d’acides aminés. Le ribosome est donc
au coeur de la machinerie cellulaire car il permet de produire toutes les protéines
nécessaires au fonctionnement de la cellule. Cette essentialité explique en partie
pourquoi pres de la moitié des antibiotiques utilisés en thérapie ciblent le ribosome. Ils

inhibent cependant différentes étapes de la synthése protéique (Wilson 2014) (Figure 5).

Tétracyclines
Chleramphénicol

. AUG Paromomycine . Antibiotiques
O fMet Gentamicne Hinezolide ciblant le 305
Edéine L clindamycine
Kasugamycine \Z Sparcomycine
Pactamycine ARNmM P Streptogramines A Antibiotiques
Thermorubine . Lefamuline B RS
importde ® 0O
GE81112 (o}

I'ARNt aminoacylé \Z

hS
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ARNt-fMet

formation de la
liaison peptidique

Macrolides —_—
Streptogramines B A

50S PraMPs 8
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re .
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Figure 5 - Etapes de la traduction ciblées par les antibiotiques (adapté de Wilson et al. 2014). Les
différentes étapes de la synthése protéique procaryote et les antibiotiques les inhibant sont représentées. Les
antibiotiques ciblant la petite sous-unité (30S) du ribosome sont encadrés en jaune, ceux ciblant la grande sous-
unité (50S) sont encadrés en gris.

La synthese protéique bactérienne se divise en quatre grandes étapes : I'initiation,
I'élongation, la terminaison et le recyclage du ribosome. Le ribosome est composé de

deux sous-unités, le 30 S etle 50 S, qui forment le ribosome 70 S. Celui-ci va se lier al'ARN
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messager. Chaque sous-unité contient des ARN ribosomiques (ARNr) et de nombreuses
protéines. La sous-unité 30S comporte I'ARNr 16S et la sous-unité 50 S contient les ARNr

23SetsS.

L'initiation est]'étape pendant laquelle le codon d’initiation, qui est généralement
un codon AUG, de 'ARNm interagit avec 'ARN de transfert (ARNt) initiateur (fMet-
ARNt™®) au niveau du site peptidyle(P)-ARNt, ou site P, de la sous unité 30S du
ribosome. Ainsi, se forme le complexe d’initiation 30 S ou 30 SIC, pour « 30 S Initiation
Complex ». Cette étape est contrdlée par les facteurs d’initiation IF1, IF2 et IF3. A la suite
du relargage des facteurs d’initiation, la sous-unité 50 S est recrutée au niveau du 30 SIC,
formant le complexe d’initiation 70 S (70 SIC, « 70S Initiation Complex ») (Milén et

Rodnina 2012).

L’étape d’élongation débute lors de la fixation du premier ARNt aminoacylé dans
le site aminoacyle(A)-ARNt, ou site A. Les facteurs catalysant la réaction sont les facteurs
d’élongation EF-Tu, EF-Ts et EF-G. L’élongation peut étre divisée en trois étapes: le
décodage, la transpeptidation et la translocation. Un complexe ternaire se forme entre
I’ARNt aminoacylé et le facteur EF-Tu lié au GTP au niveau du site A. L'interaction du
codon de 'ARNm avec I'anticodon de ' ARNt induit un changement de conformation de
ce complexe ternaire, entrainant I’hydrolyse du GTP et la dissociation de EF-Tu. Le bras
accepteur de ’ARNt est accommodé dans le site catalytique peptidyle-transférase du 508,
le site P, ou a lieu la formation de la liaison peptidique. Ensuite, 'ARNt déacylé est
transloqué du site P vers le site E (« Exit », sortie) et le peptidyle-ARNt est transloqué du
site A vers le site P. Cette translocation est catalysée par le facteur EF-G lié au GTP. Le
facteur EF-Ts participe au recyclage des complexes EF-Tu-GDP. Le peptide néo-
synthétisé qui s'allonge au cours de la traduction se positionne dans le tunnel de sortie

du ribosome ou NPET pour « Native Peptide Exit Tunnel » (Rodnina 2018).

La terminaison de la traduction est initiée lorsqu'un facteur RF (« Release
Factor »), RF1 ou RF2, rencontre un codon STOP sur 'ARN messager. Le facteur RF se
positionne dans le site A et induit I'’hydrolyse de la liaison ester entre 'ARNt dans le site P
et la chaine peptidique néo-synthétisée. La fixation d'un troisieme facteur de
terminaison est nécessaire pour dissocier les facteurs de terminaison du ribosome, par
hydrolyse du GTP.

Pour recycler le ribosome, le facteur EF-G lié au GTP se fixe a ce dernier et induit
la réorientation du facteur RRF (« Ribosome Recycling Factor ») générant la rupture du
pont d’interaction B2a essentiel a I'association des deux sous-unités (Cate et al. 1999).
L’hydrolyse du GTP permet le changement de conformation d’EF-G induisant la

dissociation du 70 S.
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Au sein du ribosome, seules les parties conservées et essentielles au
fonctionnement de la synthése protéique sont ciblées par des antibiotiques (Arenz et

Wilson 2016, Lin et al. 2018) (Figure 5).

1.1. Antibiotiques ciblant la petite sous-unité du
ribosome (30S)

Les antibiotiques qui ciblent la sous-unité 30 S se lie dans le centre de décodage
(site A) ou au niveau des sites peptidyle-ARNt et de sortie de ’ARNt déacylé (sites P et E)
(Lin et al. 2018) (Figure 6A). Ceux se liant au niveau du centre de décodage interférent avec
I'import des ARNt aminoacylés et la reconnaissance codon-anticodon. Ceux qui se lient
au niveau des sites P et E interferent avec I'initiation de la traduction mais aussi avec la

translocation des ARN messager et de transfert.

1.1.1. Inhibiteurs se fixant au centre de décodage du 30S

Le centre de décodage, situé au niveau des régions de la téte et de I'épaule dugo S
et comportant le haut de I'hélice 44 (hg44) de I'ARN ribosomal 16 S, est le lieu de
reconnaissance entre le codon de '’ARNm et I'anticodon de '’ARNt aminoacylé (Figure
6B). L'appariement de bases entre le codon et 'anticodon est permis par le retournement
des nucléotides A1492 et A1493 de h44 qui forment des interactions de type « A-minor »
(Lescoute et Westhof 2006). Cette interaction agit sur la géométrie des deux premiéres
paires de bases formées entre le codon et I'anticodon. Ne sont permises que des paires de
bases de type Watson-Crick, assurant ainsi I'incorporation de 'ARNt apparenté (Ogle

2001, Demeshkina et al. 2012).

Les tétracyclines et les aminoglycosides sont les principales familles
d’antibiotiques ciblant les étapes d'import des ARNt et de reconnaissance entre codons
et anticodons. Les tétracyclines empéchent la fixation d'un ARNt aminoacylé dans le
site A car elles se lient au niveau du site de reconnaissance du codon par ’ARNt (Jenner
et al. 2013). Les tétracyclines interagissent avec les groupements phosphates de 'ARNr
16 S au niveau de I'hélice, sans spécificité de séquence, ce qui leur confére une activité a
large spectre. La plupart des aminoglycosides, comme la paromomycine ou la
gentamicine, se lient au niveau de 'hélice 44 et favorisent la position retournée des
nucléotides A1492 et Ai493, ce qui induit l'incorporation d’ARNt non apparentés au
niveau du site A. D’autres, comme la spectinomycine, améliorent l'affinité de 'ARNt

pour le site A, empéchant sa translocation vers le site P (Carter et al. 2000). C'est le cas
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également de la négamycine, un antibiotique peptidique, qui se lie dans I'hélice 34 de
I’ARNT 16S en établissant également des liaisons avec 'anticodon de '’ARNt dans le site
A. Ainsi, la négamycine inhibe la translocation de 'ARNt et favorise le mésappariement

(Polikanov et al. 2014).

La néomycine, un aminoglycoside qui se lie a h44, possederait un deuxieme site
d’interaction au niveau de I'hélice 69 (H69) de ' ARNr 23 S de la grande sous-unité. Cette
hélice interagit avec h44 formant le pont B2a a l'interface entre les deux sous-unités
ribosomiques. En se liant a H69, la néomycine rendrait les changements de conformation
au niveau du pont B2a défavorables, ce qui déstabiliserait la translocation des ARNt et le
recyclage du ribosome (Borovinskaya et al. 2007). D’autres antibiotiques se fixent au
niveau de l'interface entre le 30 S et le 50 S. C'est le cas de la thermorubine (Bulkley,
Johnson, et Steitz 2012) qui est structurellement semblable a la tétracycline mais se lie au
niveau du pont B2a. En provoquant le réarrangement structural de certains nucléotides
de H69, la thermorubine inhibe la fixation d'un ARNt au niveau de I'hélice 44 dans le
site A.

1.1.2. Inhibiteurs se fixant aux sitesPetEdu30S

Le site peptidyle (P) est le site d'occupation du peptidyle-ARNt, c’est-a-dire 'ARNt
qui est lié a la chaine polypeptidique en cours de traduction. Le site E est le site ou est
transloqué 'ARNt déacylé avant d’étre dissocié du ribosome. Les aminoglycosides
kasugamycine et pactamycine se lient au sein du canal de '’ARN messager dans la sous-
unité 30 S, au niveau de bases qui interagissent normalement avec I’ ARNt dans les sites P
et E (Woodcock et al. 1991) (Figure 6¢). La kasugamycine inhibe la fixation de 'ARNt
initiateur (fMet-ARNt™®") dans le site P (Poldermans, Goosen, et Van Knippenberg 1979)
et la translocation d’ARN messagers avec des séquences leaders (Chin et al. 1993,
Schuwirth et al. 2006).
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Figure 6 - Sites d'interaction d'antibiotiques ciblant le ribosome. (A) Sites d'interaction de différents
antibiotiques au niveau des sites A, P et E du ribosome (adapté de Arenz et Wilson 2016a). (B) Site d'interaction
au niveau du centre décodage (CD) des tétracyclines. Zzoom sur les résidus impliqués dans I'interaction des
antibiotiques ciblant le CD (adapté d'Arenz et Wilson 2016b). (C) Sites d'interaction de la kasugamycine (KSG) et
de la pactamycine (PAC) au niveau des sites P/E (adapté de Vazquez-Laslop et Mankin 2018). (D) Interaction du
linézolide (LZD) et du chloramphénicol (CHL) au niveau du centre peptidyle-transférase (adapté de Vazquez-
Laslop et Mankin 2018). (E) Site d'interaction d'un PrAMP (Api137) dans le tunnel de sortie des peptides
néosynthétisés (de Florin et al. 2017).

La pactamycine induit le déplacement de la position de 'ARNm dans le canal,
provoquant une impossibilité d’interaction avec un ARNt présent dans le site E et par
conséquent une inhibition de la translocation de 'ARNm et de linitiation de la
traduction (Schuwirth et al. 2006). L'édéine, un peptide cationique, induit la formation
de paires de bases entre les nucléotides C795 et G693 de 'ARNr 16 S au niveau du site P,
empéchant ainsi la liaison de 'ARNt initiateur (Pioletti et al. 2001). Au contraire, le

tétrapeptide GE81112, qui se lie également au niveau du site P, stabilise I'interaction avec
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I’ARNt initiateur dans une conformation inhibant I'initiation de la traduction (Lopez-
Alonso et al. 2017). L'amicoumacine A interagit avec des nucléotides de 'ARNr 16S au
niveau du site E et du canal de 'TARNm. En interagissant a la fois avec 'ARNr 16 S et
’ARNm, 'amicoumacine inhibe la translocation de 'TARNm le long du canal (Polikanov

et al. 2014).

1.2, Antibiotiques ciblant la grande sous-unité du
ribosome (50S)

Les antibiotiques qui ciblent la sous-unité 50S se lie dans le centre peptidyle-
transférase (site A ou P) ou au niveau du tunnel de sortie des peptides naissants (NPET)
(Lin et al. 2018). Ceux se liant au niveau du centre peptidyle-transférase interférent avec
la formation de la liaison peptidique. Ceux qui se lient au niveau du tunnel de sortie

interferent avec I'élongation de la chaine polypeptidique naissante.

1.2.1. Inhibiteurs se fixant au centre peptidyle-
transférase du 50S

Le centre peptidyle-transférase est le lieu de formation de la liaison peptidique.
En effet, 'activité catalytique du ribosome est portée par I'ARNr 23S qui catalyse la
réaction de transfert de la chaine polypeptidique depuis 'ARNt présent dans le site P vers
I’ARNt aminoacylé présent dans le site A (Nissen et al. 2000). Cette fonction étant
essentielle a la synthese protéique, une majorité des classes d’antibiotiques cible ce
centre et de nombreux composés ont des mécanismes d’inhibition similaires (Lin et al.

2018).

Le chloramphénicol se lie au niveau du site A dans le 50 S et empéche la fixation
de I'acide aminé de 'ARNt aminoacylé dans la crevasse du site A. Cette crevasse est une
fissure entourée par les bases des nucléotides U2504, A2451 et C2452 (numérotation
E. coli) de 'ARNr 23 S. Le site liaison du chloramphénicol chevauche celui de la chaine
latérale de I'acide aminé. Cependant cette inhibition semble spécifique a certains acides
aminés et donc dépendante de la séquence de 'ARN messager en cours de traduction
(Marks et al. 2016). Le linézolide, de la famille des oxazolidinones, se lie également au
niveau de la crevasse du site A, en formant des empilements avec les bases des
nucléotides U2504 et C2452. Cette position induirait une collision avec I'extrémité CCA
de 'ARNt aminoacylé (Ippolito et al. 2008) (Figure 6D). La clindamycine, un dérivé semi-

synthétique de la famille des lincosamides, obstrue la liaison de ’ARNt aminoacylé dans

20



Chapitre I ” Introduction

le site A (Dunkle et al. 2010), tout comme I'aminoglycoside sparcomycine, qui établit des

interactions hydrophobes avec la crevasse du site A (Hansen, Moore, et Steitz 2003).

La sparcomycine établit également des interactions d’empilement avec
I'extrémité CCA de 'ARNt dans le site P et la base A2062, ce qui induit la stabilisation de
I’ARNt dans le site P et favorise la translocation de 'ARNt situé dans le site A (Southworth
et Green 2003). C'est également le role supposé de la blasticidine S, un analogue de
nucléoside, qui occupe le site P de la grande sous-unité (Hansen, Moore, et Steitz 2003).
La structure cristalline de la blasticidine S en complexe avec le ribosome de Thermus
thermophilus montre que le composé forme une interaction de type Watson-Crick avec
le nucléotide G2251 de I'ARNr 23S et induit la distorsion de I'ARNt dans le site P
(Svidritskiy et al. 2013). En bloquant ’ARNt dans cette position, la blasticidine S inhibe
I'hydrolyse de ’ARNt par les facteurs de dissociation.

Les streptogramines de type A sont des antibiotiques qui interferent également
dans la fixation des ARNt, au niveau a la fois du site P mais aussi du site A. En fonction
du composé, les streptogramines A peuvent permettre la fixation de 'TARNt dans le site A
ou P mais empécher le positionnement correct de I'extrémité CCA inhibant la formation
de la liaison peptidique, c’est le cas pour la madumycine II (Osterman et al. 2017). Quant
a la virginiamycine M, qui établit des interactions hydrophobes au niveau de la crevasse
du site A, sa fixation induit une inhibition de I'interaction des ARNt dans les sites A et P
(Chinali, Moureau, et Cocito 1984, Hansen, Moore, et Steitz 2003). La léfamuline,
antibiotique récemment accepté sur le marché thérapeutique, se lie également au centre
peptidyle-transférase, comme les autres membres de la famille des pleuromutilines. La
léfamuline entrave le positionnement de 'ARNt sur les sites P et A (Eyal et al. 2016, Lin

et al. 2018).

1.2.2. Inhibiteurs se fixant au tunnel de sortie des
peptides du 50S

Au cours de I'élongation, la chaine polypeptidique naissante accrochée a un ARNt
se positionne dans un tunnel au sein de la sous-unité 50 S du ribosome (Nissen et al.
2000). Ce tunnel est non seulement un passage pour le polypeptide mais également un
lieu ou l'interaction des résidus formant le tunnel avec le polypeptide naissant peut
moduler la traduction et réguler I'expression de genes (Wilson, Arenz, et Beckmann

2016).

Parmi les antibiotiques ciblant le tunnel de sortie des peptides naissants, se trouve

les macrolides. Le mécanisme d’inhibition de I'érythromycine, macrolide naturel, avait
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été décrit comme étant dii a une simple obstruction du tunnel, qui entraine le départ du
peptidyle-ARNt. Mais d’autres expériences ont nuancé cette hypothése. Les macrolides
ont un effet d’'inhibition dépendant de la séquence en cours de traduction et agissent plus
comme des modérateurs que de simples inhibiteurs. Certaines séquences protéiques
induisent I'arrét de la traduction et d’autres peuvent étre traduites complétement, méme

en présence de I'antibiotique (Davis, Gohara, et Yap 2014, Kannan et al. 2014).

Les streptogramines de type B sont le deuxieme type de molécules composant les
streptogramines. Les streptogramines de type A et B fonctionnent en synergie, elles ont
donc des sites de liaisons différents (Vannuffel et Cocito 1996). Les streptogramines B
ont un site d’interaction chevauchant celui des macrolides et interfereraient avec le
passage de la chaine polypeptidique dans le tunnel. L'effet synergique des
streptogramines est prouvé par le cas de la quinupristine, de type B et de la dalfopristine,
de type A et qui se lie au centre peptidyle-transférase. En interagissant de manieére
commune au nucléotide A2062 de ' ARNr 23S, les composés induisent un changement de
conformation inhibant la synthese protéique (Harms et al. 2004).

Les peptides antimicrobiens riches en proline (PrAMP, «Proline-rich
AntiMicrobial Peptides ») sont des antibiotiques produits par les insectes et les
mammiferes. Ils bloquent le tunnel de sortie peptidique du ribosome en se liant dans le
sens inverse de la chaine polypeptidique naissante. La plupart des PrAMPs comme la
pyrrhocoricine, la métalnikovine et Bac7 ont un site d’interaction qui chevauche celui
de I'ARNt aminoacylé dans le site A et inhibent la synthése protéique des l'initiation
(Gagnon et al. 2016). Un exemple différent est celui d’'un dérivé de I'apidaécine, Apii37,
qui se lie au ribosome pendant la terminaison et piege les facteurs de terminaison 1 ou 2
(RF1 et RF2) apreés la libération de la chaine polypeptidique naissante (Florin et al. 2017)
(Figure GE).

Apres avoir introduit de maniére globale, la plupart des antibiotiques ciblant le
ribosome. Nous allons maintenant préter une attention plus particuliere a deux grandes
familles, les macrolides et les aminoglycosides. Ils ciblent respectivementle 50 Setle 30 S

et sont les deux classes d’antibiotiques au coeur de mon projet de these.
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2. Macrolides

2.1, Structure et classification

Les macrolides sont la troisieme famille d’antimicrobiens la plus importante apres
les béta-lactamines et les aminoglycosides. Ils sont produits par les polycétides synthase
de différentes espeéces de Streptomyces (Hopwood 1997). La structure des macrolides est
définie par la présence d'un macrocycle lactone de 12 a 18 atomes auquel sont liés un ou
plusieurs hexoses en positions C3 et Cs. La plupart des macrolides utilisés en thérapie
ont des cycles a14 ou 15 atomes (Figure 7). Par exemple, I'érythromycine comporte un cycle
lactone a 14 atomes avec en position C3 un cladinose et en position C5 un désosamine.
Les macrolides peuvent donc étre classés en fonction du nombre d’atomes dans le

macrocycle mais aussi de leur génération.

Désosamine

Mycaminose-Mycarose
disaccharide

Josamycine A
1ére génération

. . e}
Erythromycine A Clarithromycine Télithromycine
1ére génération 2éme génération 2eme geénération 3éme génération

Figure 7 - Structures de macrolides de différentes générations (adapté de Golkar, Zielinski, et
Berghuis 2018, créé avec ChembDraw®). La structure commune a tous les macrolides est représentée en haut
adroite de la figure. Le nombre d'atomes du macrocycle lactone est indiqué par un cercle bleu. Les modifications
apportées a I'érythromycine naturelle pour les composés semi-synthétiques sont colorées en rose, violet ou
orange. La troisiéme génération correspond aux kétolides.

Afin d’améliorer les propriétés pharmacologiques des macrolides naturels, des
composés semi-synthétiques basés sur le squelette de I'érythromycine ont été créés. La
clarithromycine, macrolide de deuxiéme génération, a une structure semblable a celle de

'érythromycine avec une méthylation en position C6 du groupement hydroxyle. Cette

23



Chapitre I ” Introduction

modification améliore la stabilité en milieu acide du composé, favorisant I'absorption de

l'antibiotique par voie orale.

Puis, la pression induite par 'émergence de résistances a poussé a la création
d’'une troisieme génération de macrolides, les kétolides. Un changement plus radical
dans la structure de I'érythromycine a été effectué, le cladinose en position C3 est
remplacé par un groupement cétone. De plus, la plupart des kétolides posseédent une
chaine alkyle-aryle dont la position peut varier sur le cycle lactone (Dinos 2017, Golkar,
Zielinski, et Berghuis 2018). Beaucoup d’efforts ont été déployés pour améliorer I'activité
des kétolides, mais seules la télithromycine (en 2004) et la solithromycine (en 2016)
furent acceptées par la Food and Drug Administration (FDA, « Agence américaine des

produits alimentaires et médicamenteux »).

2.2, Mécanisme d’action

Les macrolides interferent dans la synthese protéique en se fixant a la grande
sous-unité du ribosome bactérien. Ils interagissent au niveau du tunnel de sortie du
peptide naissant (« Native Peptide Exit Tunnel », NPET) a proximité du centre peptidyle-
transférase (« Peptidyl-transferase Center », PTC) (Figure 8). Les différentes générations
de macrolides ont des similarités d’interaction. Le macrocycle lactone des macrolides des
différentes générations est orienté de la méme maniére dans le tunnel de sortie (Dunkle
et al. 2010, Bulkley et al. 2010), la partie hydrophobe du cycle lactone est stabilisée contre
les nucléotides 2611 et 2057 (numérotation E.coli) de I'ARNr 23S. Le fragment
désosamine/mycaminose en position C5 forme des liaisons hydrogenes avec les adénines
2058 et 2059 (numérotation E. coli) (Garza-Ramos et al. 2001, Hansen et al. 2002) (Figure
8C).

L'inhibition de la traduction par les macrolides fut longtemps considérée comme
due uniquement a l'obstruction du tunnel empéchant le transfert la progression des
peptides néo-synthétisés (Menninger et Otto 1982). En effet, pour la majorité des
protéines, la fixation du macrolide induit l'arrét de la synthése protéique et la
dissociation du peptidyle-ARNt. La taille du peptide synthétisé en présence de
l'antibiotique varie entre 5 et 11 acides aminés en fonction de la taille de la ramification
en position C5 du cycle lactone, cette branche pointant vers le centre peptidyle-

transférase (Hansen et al. 2002, Tenson et al. 2003).
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Figure 8 - Site d'interaction des macrolides au cceur du tunnel de sortie des peptides naissants. (A)
Représentation schématique du ribosome en cours de traduction avec un macrolide lié dans le tunnel de sortie
des peptides naissants (créé avec BioRender.com). (B) Coupe du ribosome en cours de traduction (adapté de
vazquez-Laslop et Mankin 2018) dans laquelle est représentée I'érythromycine (en vert), les ARNt dans les sites A
(en orange) et P (en violet), et I'ARN messager (en bordeaux). (C) Zoom sur le site d'interaction des macrolides
au sein du tunnel de sortie des peptides naissants (NPET) (adapté de vazquez-Laslop et Mankin 2018). Les
antibiotiques érythromycine (en vert) et télithromycine (en violet) ont été superposés. Leur cycle lactone
interagit de maniére similaire, par interactions hydrophobes, avec le tunnel. Le désosamine en C5 interagit par
liaisons hydrogénes avec les résidus A2058 and A2059 de I'ARNr 23 S.

Cependant, les macrolides ne sont pas de simples inhibiteurs de la synthese
protéique mais des modulateurs de la traduction (Mankin, 2008). Le tunnel de sortie
pourrait étre assez large pour fixer en méme temps un macrolide et le peptide néo-
synthétisé (Figure 9A). Certaines séquences auraient la capacité de contourner
I'antibiotique dans le tunnel, conduisant a la synthese de peptides longs ou a I'arrét de la
traduction au niveau d'une séquence ultérieure (Kannan et al. 2012). En effet, il a été
prouvé, notamment par des expériences de ribosome-profiling, que les macrolides
induisent l'arrét du ribosome au niveau de suites de codons de '’ARNm correspondant a
des combinaisons spécifiques d'acides aminés (Kannan et al. 2014, Vazquez-Laslop et
Mankin 2018). Le ribosome-profiling ou Ribo-seq est une technique de séquencage a haut

débit permettant l'identification de fragments d'ARN en cours de traduction car ceux-ci,
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étant liés au ribosome, sont résistants a la digestion par une RNase (Ingolia et al. 2009).
Ces codons ont été appelés MAMs pour Macrolide Arrest Motifs et sont des
combinaisons de codons accepteur et donneur. Ils rendent difficile la formation de la
liaison peptidique, a cause de la charge et de la taille des acides aminés. Ce phénomeéne
serait accentué par la présence d'un macrolide lié au ribosome (Sothiselvam et al. 2016).
Diftérents motifs d'acides aminés sont favorables a l'arrét de la traduction induit par les
macrolides, le plus important étant le motif de séquence tripeptidique R/K-X-R/K, ou R
et K désignent les acides aminés arginine et lysine, respectivement, et X représente

n'importe quel acide aminé.

Ce mécanisme d’arrét de la traduction programmeée par des séquences spécifiques
en présence de macrolides est exploité pour I'expression de genes de résistance aux
macrolides. Par exemple, la traduction du peptide ErmD codant une enzyme de
méthylation des macrolides est induite par le blocage du ribosome au niveau d'un
peptide leader (Figure 9¢). La fixation du macrolide dans le tunnel de sortie du ribosome
et son interaction avec certains résidus du peptide néo-synthétisés induisent le
changement de conformation de nucléotides de 'ARN 23S. Ces changements de
conformation empéchent 'accommodation de ' ARNt dans le site A et la formation de la

liaison peptidique (Vazquez-Laslop et al. 2008, Ramu et al. 2o11, Arenz et al. 2014).

Globalement, plusieurs cas de figure existent concernant la traduction de
protéines lorsqu'un macrolide est fixé sur le ribosome, ces cas étant dépendant de la
structure du macrolide et de la séquence de la protéine (Vazquez-Laslop et Mankin 2018).
Premierement, la protéine peut contenir un motif MAM qui inhibe la formation de la
liaison peptidique et peut induire la dissociation du peptidyle-ARNt du ribosome
(phénomene de « drop-off ») si la partie du peptide déja traduite est inférieure a 10 acides
aminés (Otaka et Kaji 1975, Menninger 1985). Deuxiemement, la traduction de la protéine
peut se dérouler completement si la séquence ne contient pas de motif MAM
(phénomene de «bypass »). Troisiemement, certains peptides seraient capables de
déplacer le macrolide et d’induire sa dissociation du ribosome. Cependant, cette
hypothése n’a été démontrée qu'en présence de peptides synthétiques courts (Vimberg

et al. 2004, Lovmar et al. 2006) (Figure 98B).
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Figure 9 - Mécanisme d'action des macrolides, arrét programmé de la traduction. (A) vue de
I'érythromycine au sein du tunnel de sortie. Le tunnel est assez large pour laisser passer un peptide (adapté de
vazquez-Laslop et Mankin 2018), NPET = « Native Peptide Exit Tunnel », tunnel de sortie des peptides naissants.
(B) Mécanismes possibles de traduction lorsque le ribosome est lié a un macrolide. (C) Exemple de traduction de
I'opéron ErmDL en présence d'un macrolide. L'expression du gene ermD est dépendent de la présence de
I'érythromycine qui bloque la traduction du peptide leader qui comporte un motif MAM (de Beckert et al. 2021).

De plus, en fonction des macrolides, la constante de dissociation de l'inhibiteur
varie, ce qui explique pourquoi certains ont un effet bactériostatique et d’autres
bactéricide. La structure du macrolide explique cette différence, les composés
comportant une chaine supplémentaire au niveau du macrocycle (chaine alkyle-aryle
des kétolides) ont une dissociation ralentie induisant une perturbation de la traduction
plus longue et donc un effet bactéricide (Krokidis et al. 2016, Svetlov, Vazquez-Laslop, et

Mankin 2017).

2.3. Usage

Classiquement les macrolides sont utilisés contre les infections respiratoires, ou
des tissus mous, liées a des bactéries a Gram positif (Zuckerman 2004). Ces antibiotiques
n’ont pas une bonne activité contre les bactéries a Gram négatif non fermentaires mais

l'azithromycine a wune activité contre la formation de biofilm chez
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Pseudomonas aeruginosa (Gomes et al. 2017). Introduite dans la thérapie clinique dans
les années 1950, I'érythromycine A (McGuire et al. 1952) avait 'avantage de traiter les
patients ayant des intolérances aux béta-lactamines et d’avoir une activité contre les
pathogenes résistants a la pénicilline. Cependant, les inconvénients majeurs étaient
pharmaco-toxicologiques, avec des instabilités et intolérances gastriques, une demi-vie
courte nécessitant de nombreuses administrations et des interactions potentiellement
dangereuses avec d’autres médicaments (Bambeke, Verhaegen, et Tulkens 2001). De plus,
pour tous les macrolides, I'émergence de résistances ont rapidement incité a un usage

limité et raisonné de ces médicaments (Jones, Nichols, et Finland 1956).

Les macrolides font partis des antibiotiques les plus utilisés a travers le monde
(Hicks, Taylor, et Hunkler 2013, Versporten et al. 2014) et plus particulierement
l'azithromycine qui présente une activité a large spectre, notamment contre les
infections dues a des Entérobactéries (Gordillo, Singh, et Murray1993), et des effets longs
post-administration. L'usage vétérinaire représente une grande proportion de
l'utilisation des macrolides. Ils sont utilisés pour le soin des animaux mais également en
tant que promoteurs de croissance, bien que cette pratique ait été interdite dans I'Union
Européenne depuis 1998 (Committee for Medicinal Products for Veterinary Use (CVMP)
2o11). De plus, 'OMS a inscrit certains macrolides (érythromycine, azithromycine et
clarithromycine), ainsi que d'autres agents antimicrobiens, sur la liste des médicaments
essentiels, pour lesquels il est urgent d’engager des actions de lutte pour limiter

I'émergence de résistances et préserver leur utilité clinique (World Health Organization
(WHO) 2019).

2.4. Mécanismes de résistance

Les premiéres résistances a l'érythromycine ont été identifiées chez un
Staphylococci en 1956 et chez un Streptococci en 1959. Les macrolides ne sont pas les seuls
composés a fixer le tunnel de sortie du ribosome, ce qui provoque des résistances croisées
avec celles induites par les streptogramines de classe B et les lincosamides (Tu et al. 2005,
Golkar, Zielinski, et Berghuis 2018). Ces familles d’antibiotiques sont donc souvent
rassemblées sous 'acronyme MLSg pour Macrolides, Lincosamides et Streptogramines B

ou MLSgK par I'ajout plus récent des Kétolides.

Certaines souches sont naturellement résistantes aux macrolides, notamment les
bactéries a Gram négatif, qui du fait de la composition de leur paroi, ne laissent pas entrer
les macrolides qui sont des molécules majoritairement hydrophobes (Vaara 1993). Le

mécanisme de résistance aux macrolides le plus important est la méthylation de la
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position A2058 de I'ARN ribosomal 23S (numérotation E.coli) par les Erms
(Erythromycin-resistant methyltransferases). D’autres mécanismes, plus rares, peuvent

participer a la résistance aux macrolides.

2.4.1. Diminution de la concentration cellulaire en
macrolides

Les pompes a efflux encodées sur des éléments transférables comme les
plasmides sont généralement des pompes plus spécifiques a certains antibiotiques.
Parmi elles, les sous-familles Mef et Msr sont particulierement impliquées dans I'export
des macrolides. Elles appartiennent aux familles des transporteurs MFS et ABC,
respectivement (Roberts 2005). Le géne mef(A) est un des génes de pompes a efflux les
plus fréquemment détectés dans des entérobactéries (Ojo et al. 2004) mais également
des micro-organismes a Gram positif (Bley et al. 2011). MefA, étant de la famille des
transporteurs MFS ne nécessite pas d’ATP pour fonctionner et est capable d'extruder
différents macrolides de 14 et 15C mais pas ceux avec 16C dans le macrocycle lactone

(Poole, 2005, Gomes et al. 2017).

2.4.2. Modification de la cible, le ribosome

La cause de résistance aux macrolides la plus répandue est la mono- ou di-
méthylation en position N6 du nucléotide A2058 de '’ARNr 23 S du ribosome par les Erms
pour « Erythromycin-resistant methyltransferases ». Ces enzymes ont été identifiée dans
des souches résistantes a 1'érythromycine ayant également une résistance aux MLSgK

(Skinner, Cundliffe, et Schmidt 1983, Douthwaite et al. 1995).

La méthylation empéche la formation de la liaison hydrogéne entre le saccharide
en position Cs5 du cycle du macrolide et le nucléotide A2508. La mono-méthylation
confére une résistance élevée aux lincosamides mais plus réduite aux macrolides et
streptogramines B. La di-méthylation crée une résistance accrue, notamment aux
kétolides (Liu et Douthwaite 2002) et est le type de résistance le plus commun. Comme
expliqué précédemment, 'induction des génes des méthylases peut étre dépendante de
la présence d'un macrolide. C'est le cas de I'expression du géne ermD qui nécessite le
blocage du ribosome au niveau du peptide leader ermDL. Ce blocage est permis par
l'interaction du ribosome avec un macrolide et la reconnaissance d'un motif MAM
spécifique dans la séquence du peptide leader (Figure 9¢) (Ramu, Mankin, et Vazquez-

Laslop 2009).
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Cette position peut également étre mutée, tout comme le nucléotide A2o59 ou
d’autres parties des domaines II et V. de 'ARNr 23 S (Vester et Douthwaite 2001). La
résistance aux molécules ciblant le tunnel de sortie des peptides peut également étre
induite par la mutation de certaines protéines ribosomales. Notamment la mutation des
protéines L4 et L22 qui induit un changement de conformation du tunnel de sortie. Ce
changement de conformation n'impacte pas nécessairement I'affinité du macrolide pour
le ribosome. Par exemple, la mutation de la protéine L22 induit un élargissement du
tunnel permettant le passage du peptide en cours de synthese malgré la présence de

I'érythromycine (Tu et al. 2005, Poehlsgaard et Douthwaite 2005).

2.4.3. Protection de lacible

Un mécanisme de résistance aux macrolides di a une protection du ribosome a
été découvert plus récemment. La reconnaissance par la protéine MsrE d’'un ribosome
bloqué avec un ARNt dans le site P et un antibiotique dans le tunnel de sortie a été mis
en évidence par cryo-microscopie électronique (Su et al. 2018). Une MsrE, protéine de la
famille ABC, liée a ' ATP, peut induire I'export allostérique du macrolide du ribosome di
al'accommodation de la boucle étendue de MsrE dans le tunnel de sortie. Il a été prouvé
par des expériences de traduction in vitro que ces protéines sont bien capables d’induire
la traduction en présence de macrolides, confirmant 'hypothése d'une protection du
ribosome et pas d’une résistance dii a un efflux de 'antibiotique (Sharkey, Edwards, et
O'Neill, 2016).

2.4.4. Modification du macrolide

L'inactivation de l'action des macrolides peut également étre causée par la

modification enzymatique des antibiotiques (Figure 10).

Les Macrolide Phosphotransférases (MPHs) ont été découvertes dans les années
80 a partir d'une souche résistante d’E. coli (O’'Hara et al. 1989). Il existe une quinzaine de
génes correspondant a des sous-types de MPHs (de mph A a mph O). Il a été confirmé
pour cinq d’entre elles que leur rdle est de catalyser la phosphorylation de la partie
mycaminose ou de la position 2’ du désosamine en position C5 du macrocycle (Figure 10).
Elles peuvent donc phosphoryler tous les macrolides et kétolides et inhibent I'interaction
de ces derniers avec le nucléotide A2058. Ces génes peuvent étre codés dans le génome
de la bactérie ou présent sur des éléments mobiles. Ils sont retrouvés dans des souches
pathogenes ou environnementales (Fyfe et al. 2016) et leur expression peut étre

constitutive ou dépendant de la présence d’'un macrolide (Dinos 2017). Il y a peu de
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similarité de séquence entre les différents types de MPHs et la séquence ne semble pas

liée a une spécificité de substrat (Golkar, Zielinski, et Berghuis 2018).

Macrolide
Phosphotransférases
(MDH(Z')S)

cladinose désosamine

0 (@] o] @) OH OH

Figure 10 - Mode d'action des enzymes modificatrices de macrolides (adapté de Golkar et al. 2018,
créé avec ChemDraw®). Modification de I'érythromycine A par une Macrolide Phosphotransférases (MPH (2'))
qui phosphoryle la position 2' du désosamine et une Erythromycine estérases (Eres) qui linéarise le
macrolactone.

Les Macrolide Estérases (Eres) ont également été découvertes au milieu des
années 80. Un plasmide conférant une haute résistance aux macrolides a été mis en
évidence dans une souche clinique d’E. coli (Wright 2005). Cependant, ce plasmide ne
conférait pas de résistance aux streptogramines B ou aux lincosamides. Il ne s’agissait
donc pas d'une résistance due a une Erm méthyltransférase qui aurait induit une
résistance croisée pour ces trois familles d’antibiotiques (Andremont, Gerbaud, et
Courvalin 1986, Golkar, Zielinski, et Berghuis 2018). Lors de la synthese des macrolides

par les polycétides synthases, le macrolide aglycone est circularisé par formation d'une
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liaison ester pour former le macrocycle lactone (Donadio et al. 1991). Les Eres hydrolysent
cette liaison ester et induisent donc la linéarisation du cycle des macrolides. La plupart
des Eres sont codées sur des éléments génétiques mobiles et sont présentes dans de
nombreuses souches cliniques et environnementales. Peu de données existent
concernant la spécificité de substrat des Eres. Une étude montre cependant que seuls les
macrolides avec des macrolactones a 14 et 15C seraient substrats de ces enzymes (Morar
et al. 2012), mais elle ne concerne que les estérases EreA et EreB, testées sur cinq

macrolides différents.

Il existe également des Macrolide Glycosyltransférases, mais elles ne sont
présentes que dans les souches qui produisent des macrolides. Elles font partie de
I'immunité de la cellule hote. Ce mécanisme d'auto-résistance aux macrolides consiste
en la glycosylation intracellulaire inactivant I'antibiotique. Ce dernier sera réactivé apres

sécrétion par une glycosidase extracellulaire (Vilches et al. 1992).

3. Aminoglycosides

3.1, Structure et classification

Les aminoglycosides peuvent étre classés en quatre groupes structurels. Trois
d’entre eux possédent un aminocyclitol qui est un cycle 2-désoxystreptamine (2-DOS).
Ces trois groupes different par les ramifications présentes sur le cycle 2-DOS. Différentes
osamines sont liées a l'aminocyclitol par des liaisons pseudoglycosidiques. Les
aminoglycosides avec un cycle 2-DOS peuvent étre monosubstitués en position 4,
comme la néamine, ou disubstitués aux positions 4,5 ou 4,6 du cycle. Le quatrieme
groupe regroupe les molécules ne comportant pas de cycle 2-DOS mais un cycle
streptidine, comme la spectinomycine (Serio et al. 2018). A titre d’exemples, la
néomycine B, la paromomycine, et la ribostamycine sont des aminoglycosides a cycle 2-
DOS disubstitués en position 4 et 5. La gentamicine, la kanamycine A et la tobramycine

sont des molécules a cycle 2-DOS disubstitués en position 4 et 6.

La nomenclature définit habituellement le cycle I comme étant I'aminoside en
position 4 du cycle 2-DOS. Le deuxiéme cycle correspond a l'aminocyclitol central. Le
cycle III correspond a la deuxiéme substitution en position 5 ou 6 du cycle 2-DOS des
composés disubstitués. Un quatriéme cycle, appelé cycle IV, peut étre présent, lié au cycle
IIT (Magnet et Blanchard 2005).
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Figure 11 - Structures secondaires des principaux aminoglycosides (adapté de Shi et al. 2013, créé
avec ChemDraw®). Le cycle 2-désoxystreptamine des aminoglycosides mono- et disubstitués est coloré en
orange, le cycle streptidine est coloré en rose. Le numéro des cycles est indiqué en rouge.

Cette nomenclature exclut les aminoglycosides avec des structures atypiques
comme la streptomycine et son cycle streptidine, la spectinomycine, qui est formé de
trois cycles fusionnés ou encore 'apramycine qui est monosubstitué en position quatre

du cycle 2-DOS mais possede un troisiéme cycle (Figure 11).

3.2, Mécanisme d’action

Les aminoglycosides ciblent la sous-unité 30 S du ribosome au niveau du site A, a
différents sites spécifiques, et générent des changements de conformation du ribosome
(Serio et al. 2018). La plupart des aminoglycosides, et notamment ceux possédant un
aminocyclitol 2-DOS, ciblent plus précisément le site A au niveau de I'hélice 44 de 'ARNr
16 S (Figure 12).
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Figure 12 - Structure secondaire de I’ARN ribosomal 16S et position des sites A, P et E du ribosome. (A)
Structure secondaire de I'ARNr 16 S (CC BY-SA, ©2013-2015 Georgia Institute of Technology). Les différents
domaines de la structure sont indiqués (5', C, 3'M, 3'm), le numéro des hélices est indiqué en bleu, la
numérotation des nucléotides est en bordeaux. Les nucléotides impliqués dans la liaison des ARNt dans les sites A,
P et E sont cerclés en orange, bleu et gris, respectivement. (B) Représentation en 3D des ARNt positionnés dans
les sites A (orange), P (bleu) et E (gris). PDB : 486D (Cate et al. 1999).

Des structures de la paromomycine en complexe avec un oligonucléotide ARN
correspondant a la partie de I'hélice (h44) ciblée par les aminoglycosides, montrent qu'ils
interagissent au niveau d'une poche créée par deux paires de bases non canoniques
(A1408-A1493 et U1406-U1495, numérotation E. coli) et une adénine non appariée (A1492)
(Fourmy et al. 1996). L'interaction des aminoglycosides au niveau de cette boucle interne
induit le déplacement des résidus A1492 et A1493 vers le petit sillon de I'hélice de 'ARNr
16 S (Fourmy, Yoshizawa, et Puglisi 1998) (Figure 13).

L’étude de l'effet des aminoglycosides sur la synthése protéique a fortement
contribué a la compréhension des mécanismes de décodage et de I'implication du
ribosome dans la stabilisation d'un ARNt apparié a ’ARNm (Ogle et Ramakrishnan 2005,
Davies, 2006). L'interaction du ribosome avec ces composés induit une perturbation de
la traduction en induisant soit une inhibition des étapes d'initiation ou d’élongation, soit
une incorporation d'un ARNt aminoacylé non complémentaire a 'anticodon de 'ARN

messager.
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Figure 13 - Site d'interaction des aminoglycosides au niveau du site A (adapté de Feldman et al. 2010
et de Hobbie et al. 2006). (A) Les aminoglycosides fixent I'hélice 44 de I'ARNr 16 S de la petite sous-unité du
ribosome et induisent la position ouverte des résidus A1492 et A1493. (B) Structure cristallographique de la
paromomycine liée a un oligonucléotide correspondant au site de fixation dans I'hélice 44 (vVicens et Westhof
2001, PDB 1J7T).

L'impact sur la traduction additionné a la production de protéines aberrantes
favorisent la mort cellulaire, en induisant notamment des dommages au niveau de la
membrane cellulaire (Anand et Davis 1960, Davis 1987). Les protéines traduites avec des
erreurs d’appariement d’ARNt créent des tunnels dans la membrane, augmentant
I'import de l'antibiotique, ce qui augmente a nouveau le taux d’erreur de traduction,

cercle vicieux conduisant a la mort cellulaire (Davis, Chen, et Tai 1986).

Des structures de la sous-unité 30 S fixée a différents antibiotiques confirment ces
hypothéses (Carter et al. 2000). Les structures cristallines montrent que la
paromomycine déplace les résidus A1492 et A1493 en dehors de la boucle interne de
I'hélice 44. Positionnés ainsi, ces deux nucléotides peuvent entrer en contact avec le petit
sillon de I'hélice codon-anticodon (Ogle 2001). Normalement, lorsqu'un ARNt apparenté
arrive au niveau du site A, le site A change de conformation, passant d’'un état « off » a un
état « on ». L'état « off » correspond a la conformation dans laquelle les résidus A1492 et
A1493 n'interagissent pas avec la mini-hélice codon-anticodon. Au contraire, a I'état
«on », ces deux résidus rejoignent le résidu G530 et reconnaissent les deux premieres

paires de bases Watson-Crick formées entre le codon et 'anticodon (Kondo et al. 2006).

A une échelle plus globale, la fixation de la paromomycine seule induit également
un mouvement de fermeture partielle de I'ensemble de I'épaule du 30 S, en particulier de
la protéine S12 vers I'hélice 44 de ' ARNr 16 S (Ogle, Carter, et Ramakrishnan 2003). Ainsi,
la paromomycine diminue le colit énergétique nécessaire au changement de
conformation observé lors de la liaison de 'ARNt au site A et favorise la sélection d’ARNt

non apparentés (Rodnina et al. 2002, Ogle et Ramakrishnan 2005). Il a été montré par des
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expériences de FRET (« Fluorescence Resonance Energy Transfer ») que la fixation de la
kanamycine inhibe les changements de conformation induisant la rotation de la petite
sous-unité par rapport a la grande sous-unité. Cette rotation est nécessaire pour la
translocation de 'ARNm ou des ARNt et pour le recyclage du ribosome (Dunkle et al.

2011, Wang et al. 2012).

D’autres membres de la famille des aminoglycosides ciblent des sites différents au
niveau du ribosome mais induisent également des changements de conformation
perturbant la traduction et la fidélité du ribosome (Feldman et al. 2010). Par exemple, la
néomycine qui lie 'hélice 44 comme décrit précédemment, se fixerait également au
niveau de 'hélice 69 de 'ARNr 23S au sein du pont B2 entre les deux sous-unités du
ribosome (Figure 14A). Liée a ce site, la néomycine empécherait 'accommodation du pont
B2, induirait I'inhibition de la rotation de la téte du ribosome et stabiliserait ce dernier
dans une conformation partiellement tournée défavorable a la fixation de différents

facteurs de traduction (Borovinskaya et al. 2007, Wang et al. 2012).

(A)
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Téte 16S rRNA
o H69
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haa; =Ry
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Figure 14 - Sites d'interaction de la néomycine et de la spectinomycine (A) Site d'interaction de la
néomycine au niveau de I'hélice 69 de I'ARNr 23S du ribosome (adapté de Wang et al. 2012). (B) Site d'interaction
de la spectinomycine au niveau de I'hélice 34 de I'ARNr 16S du ribosome (adapté de Borovinskaya et al. 2007).
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La spectinomycine et la streptomycine ont également des sites de fixation
différents. La spectinomycine inhibe la translocation du peptidyle-ARNt du site A vers le
site P (Bilgin et al. 1990). La molécule interagit avec I'hélice 34 de 'ARNr 16 S (Figure 14B)
en formant des liaisons hydrogenes avec différentes bases et, a cause de sa structure
rigide, bloque le mouvement de la téte du ribosome nécessaire a la translocation de
I’ARNt d'un site a l'autre (Carter et al. 2000). La streptomycine agit sur I'étape de
décodage en augmentant le taux d’erreur due a lincorporation d'un ARNt dont
'anticodon ne correspond pas au codon de 'TARNm (Karimi et Ehrenberg 1996). Elle
interagit avec le squelette phosphate de 'ARNr 16 S au niveau des nucléotides 13, 526, 915
et 1490 (numérotation E. coli) et induit la stabilisation d'un état du ribosome appelé ram
(pour « ribosomal ambiguity », Lodmell 1997) ayant une affinité accrue pour les ARNt.
En effet, certains antibiotiques et certaines mutations, notamment au niveau de
protéines ribosomales (mutations ram, Ogle et Ramakrishnan 2005), stabilisent une
conformation intermédiaire du ribosome par rapport aux conformations que ce dernier
adopte habituellement (Figure 15). L'arrivée d'un ARNt dans le site A module un
changement de conformation du ribosome générant une fermeture de ce dernier (Figure
15A,B). Cette fermeture implique un basculement de la téte 30 S vers la protubérance
centrale de la sous-unité 50S. En absence d’aminoglycoside, cette conformation est
stabilisée seulement si 'ARNt est apparenté (Berk et al. 2006). Ainsi, en perturbant la
balance entre les états du site A restrictif et ram, plus affin pour les ARNt, la
streptomycine favorise I'incorporation de molécules non apparentées (Figure 15c) (Carter

et al. 2000, Gromadski et Rodnina 2004).

3.3. Usage

Le premier membre de la classe des aminoglycosides introduit en usage clinique
fut la streptomycine en 1944. Au cours des années suivantes, d’autres membres de la
classe ont été introduits sur le marché, notamment la néomycine en 1949, la kanamycine
en 1957, la gentamicine en 1963, la tobramycine en 1967 et I'amikacine en 1972. C’est dans
les années 8o, avec larrivée des céphalosporines de troisieme génération, des
carbapéneémes et des fluoroquinolones, que l'utilisation des aminoglycosides a largement
diminué. Ces classes avaient 'avantage d’étre moins toxiques et de présenter un spectre
d’action plus étendu. L’augmentation des résistances a ces classes de médicaments,
combinée a un accroissement de la connaissance des mécanismes de résistance aux
aminoglycosides, a conduit au développement de nouveaux aminoglycosides capables

de surmonter ces résistances tels que I'arbékacine et la plazomicine (Krause et al. 2016).
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Figure 15 - Baisse de la fidélité du ribosome induite par les aminoglycosides (adapté de Ogle, Carter,
et Ramakrishnan 2003). (A) Représentation schématique des étapes de décodage comprenant la sélection de
I'’ARNt aminoacylé et I'accommaodation ou le rejet de celui-ci en fonction de I'anticodon. (B) Schéma de coupe de
la sous-unité 30s. Sont représentés les éléments importants pour le décodage et la stabilisation d'une
conformation fermée du ribosome permettant I'accommodation de I'ARNt apparenté (mouvement de la téte du
30S indiqué par des fléches rouges). (C) Interaction codon/anticodon et influence des aminoglycosides sur
I'accommodation d’ARNt proche-apparentés. Un appariement non-canonique G-U est accepté pour la troisiéme
position du codon de I'ARNm (paire de base « Wobble »), mais pas pour les deux premiéres positions du codon.

De plus, afin de diminuer les effets secondaires liés aux aminoglycosides, des
protocoles de dosage basé sur une injection plus concentrée, mais une seule fois par jour,
sont mis en place. Ces dosages quotidiens diminueraient les effets secondaires en
conservant l'efficacité des médicaments (Drusano et al. 2007). Les aminoglycosides sont
utilisés en monothérapie ou en association avec d'autres antibiotiques, les trois membres
de la classe qui restent les plus fréquemment utilisés aujourd’hui sont la tobramycine, la
gentamicine et I'amikacine (Avent et al. 2011). Leur utilisation est principalement dédiée
au traitement d'infections persistantes a des bactéries a Gram négatif, de la tuberculose

ou des patients atteints de mucoviscidose.

Le Tableau 1 récapitule les aminoglycosides existants, leurs origines et leurs

principales utilisations.
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pate d Noyau origine Utilisati
ate de 1}
Antibiotique R structurel Substitution Naturelle Synthétique . Usage
découverte R clinique
(aminocyditm oui Souche oui Squelette
Généralement utilisé pour le traitement de la
Streptomyces Peu utilisé tuberculose active, toujours en association avec
Streptomycine 1943 streptidine X p_ V' ourd'hui dautres agents antituberculeux. Egalement utilisé
griseus aujourd’nut pour traiter les infections & Mycobacterium
tuberculosis (en deuxiéme ligne)
Néomycine = 2- Infections cutanées. Excellente activité contre les
. . n - Streptomyces - bactéries a Gram négatif, et est partiellement efficace
melange de 1949 deoxystreptamine  4,5-disubstitué | X fradiae Medical contre les bactéries & Gram-positif. Actif contre les
néomycine B etC (DOS) bactéries résistantes a la streptomycine
Néamine Composant
. . 2-DOS mono-substitué | X |  mineur de la
(néomycine A) néomycine
. - Streptomyces - P -
Hygromycine B 1950s 2-DOS mono-substitué [ X plomy Médical, vétérinaire Contre ers parasites
hygroscopicus
. 8 - Streptomyces Peu utilisé Utilisé pour traiter les infections & Mycobacterium
Kanamycine 1957 2-DOS 4,6-disubstitué | X kanamyceticus aujourd'hui tuberculosis (en deuxiéme ligne)
Propriétés antituberculeuses et antimicrobiennes a
Dibékacine 2-DOS 4,6-disubstitué X | Kanamycine B Médical large spectre. Actif contre les souches bactériennes
résistantes a la kanamycine
. A - Streptomyces -~ Activité amibicide, antiparasitaire et antibactérienne.
Paromomycine 1959 2Dos g SR X spp. Medical Traitement de 'amibiase intestinale
P . 8 s Paromomycine
Lividomycine 2-DOS 4,5-disubstitué L y_
& lividomycine B
. . - Streptomyces - PPN Actif contre les bactéries a Gram négatif et utilisé
Spectinomycine 1961 streptidine X spectabilis Médical, vétérinaire pou le traitement de la gonorthée
. ) - Micromonospora Médical, utilisé Contre de‘nombreuses souches & Gram négatif
Gentamicine 1963 2-DOS 4,6-disubstitué | X uurea fre (P.aeruginosa, K.pneumoniae) et seulement
purp requemment Staphylococcus parmi les bactéries a Gram positif
Activité similaire a 'amikacine mais avec une
Isépamicine 2-DOS 4,6-disubstitué X | Gentamicine B meilleure activité contre les souches bactériennes
résistantes
At e Contre de nombreuses souches a Gram négatif
. . _— treptom ical, utili . .
Tobramycine 1967 2-DOS 4,6-disubstitué¢ | X St epb Yces I\flle’d cal, U Sf (P.aeruginosa, K.pneumoniae) et seulement
enebrarius requemmen Staphylococcus parmi les bactéries a Gram positif
sisomicine 1970 2.00S 4,6-disubstitué | X Micromonospora Médical Plus grande activité contre les bactéries & Gram
inyoensis positif
P . . ) . Médical, peu utilisé
Netilmicine 1970s 2-DOS 4,6-disubstitué X Sisomicine 3 p -
aujourd'hui
Ribostamycine  1970s 2-p0s 4,5-disubstitué Streptomyces Antibioticue a large spectre
ribosifidicus
Traitement a court terme des infections bactériennes
Médical. utilisé a Gram négatif (P.aeruginosa, E.coli, Klebsiella-
Amikacine 1972 2-DOS 4,6-disubstitué X | Kanamycine A fre rynm nt Enterobacter-Serratiaspecies...). Egalement étre
equemmel utilisé pour traiter les infections & Mycobacterium
tuberculosis (deuxiéme ligne)
Traitementa court
terme des infections
. " - Lo . bactériennes multi- v A Aratit af A "
Arbekacine 1973 2-DOS 4,6-disubstitué X Dibékacine résistantes, telles que Bactéries & Gram négatif et & Gram positif
S.aureus résistantala
meéthicilline (SARM)
A été concu pour échapper a toutes les enzymes
modifiant les aminosides cliniquement pertinentes.
Plazomicine 2012 2-DOS 4,6-disubstitué X Sisomicine Approuvé par la FDA pour le traitement des infections
compliquées des woies urinaires (cUTI), y compris la
pyélonéphrite (2018).
Non accepté pour . . P
ramycine 2-DOS mono-substitué | X Streptomyces l'usage sur les Action bactéricide contre de nombreuses bactéries a
Ap Y tenebrarius . AP Gram négatif
humains, vétérinaire
Kasugamycine 2-DOS mono-substitué [ X Streptomycgs
kasugaensis
. : - Streptomyces k
Bekanamycine 2-DOS 4,6-disubstitué | X plomyc
anamyceticus
PRIPPTIRS B L Micromonospora - PR Couramment utilisé en laboratoire pour sélectionner
Généticine 2-DOS 4,6-disubstitué | X thodorangea Médical, vétérinaire des cellules génétiquement modifiées
Actif contre de nombreuses bactéries a Gram positif
P . L Bacillus et certaines bactéries & Gram négatif (groupes
Butirosine 2-DOS 14,5-trisubstitué | X circulans Klebsiella-Enterobacter-Serratia ainsi que Proteus

Tableau 1 - Membres de la classe des aminoglycosides : origines et usages
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3.4. Meécanismes de résistance

3.4.1. Modification des aminoglycosides

Les modes de résistance les plus communs dans les isolats cliniques sont dus a des
enzymes qui modifient les aminoglycosides, appelées « Aminoglycosides-Modifying
Enzymes » (AMEs). Il existe différents types d’AMEs responsables de différentes
modifications, les acétyltransférases, les phosphotransférases et les adényltransférases

(Serio et al. 2018) (Figure 16).

Les acétyltransférases, « Aminoglycoside Acétyltransférases » (AACs), ajoutent
un groupement acétyle (-CO-CH,), a partir de I'acétyl-CoA, aux groupements amine (-
NH.) des aminoglycosides. Il existe 4 sous-types de ces enzymes, dont AAC (1), AAC (2’)
et les plus répandus AAC (3) et AAC (6’). Elles sont classées en fonction de la position de
I'aminoglycoside ciblée par le transfert d'un acétyle. Les génes codant ces enzymes sont
généralement retrouvés sur des éléments génétiques mobiles, qui codent également pour
des geénes de résistances a d’autres classes d’antibiotiques comme les béta-lactamines ou
les carbapénemes, a la fois chez des bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Par
exemple, plusieurs AACs ont été détectées dans de nombreuses souches
d’entérobactéries résistantes aux carbapénémes (Almaghrabi et al. 2014, Castanheira et
al. 2017). Les résidus catalytiques du site actif ne sont pas conservés parmi toutes les AACs
mais la surface du site actif est fortement chargée négativement afin de lier ces

antibiotiques majoritairement basiques (Vetting et al. 2005).

Les phosphotransférases, « Aminoglycoside Phosphotransferases » (APHs),
transférent un groupement phosphate a partir de 'ATP sur les groupements hydroxyle (-
OH) des aminoglycosides. La phosphorylation diminue drastiquement la capacité des
aminoglycosides a se fixer au niveau du site A. Il existe 7 sous-classes de ces enzymes
classées en fonction de leur spécificité mais dont la plupart induisent une résistance a un
seul type d’aminoglycoside. Seules les enzymes de la sous-classe APH (3’) sont retrouvées
dans des isolats cliniques de bactéries a Gram négatif et positif et conferent une
résistance a différents aminoglycosides (amikacine, kanamycine, néomycine) (Ramirez
et Tolmasky 2010). La plus étudiée est 'APH (3')-I1la. Elle posséde une double spécificité
et peut transférer un groupement phosphoryle aux positions 3' et 5". Elle est
principalement retrouvée dans les bactéries a Gram positif et confére une résistance a de
nombreux aminoglycosides excepté la gentamicine et la tobramycine, qui ne possedent
pas le groupe accepteur spécifique a cette enzyme (McKay et al. 1996). Cette kinase
nécessite la formation d'un complexe ternaire avec I'ATP et 'antibiotique et son activité

requiert des cations divalents.
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Enfin, les adényltransférases, « Aminoglycoside Nucleotidyltransferases (ANTSs) »,
qui font partie de la plus petite classe d’enzymes modifiant les aminoglycosides,
transferent une adénosine monophosphate (AMP) a partir de '’ATP sur les groupements
hydroxyle (-OH). Il existe 5 sous-types de ces enzymes, ANT (2”), ANT (3”), ANT (4),
ANT (6) et ANT (9). Les sous-classes ANT (3”), ANT (4’), ANT (6) et ANT (9) sont
principalement retrouvées chez des bactéries a Gram positif. L'enzyme fonctionne
comme un dimere, avec le site actif composé de résidus a I'interface des deux monomeres

(Pedersen, Benning, et Holden 1995).
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Figure 16 - Enzymes modificatrices d'aminoglycosides (adapté de Krause et al. 2016, créé avec
ChemDraw®). (A) Exemple d'une acétyltransférase de sous-type AAC(3) modifiant la position 3 de
I'aminocyclitol de la gentamicine. (B) Exemple d'une phosphotransférase de sous-type APH (3') modifiant la
position 3’ de I'aminoside (cycle 1) de I'amikacine. (C) Exemple d'une adényltransférase de sous-type ANT (2")
modifiant la position 2" du cycle Ill de la kanamycine.

3.4.2, Modification de la cible

La cible des aminoglycosides étant principalement I'’ARNr 16 S, ce dernier peut

étre modifié ou muté afin de conférer une résistance. Les modifications de ’ARNr 16 S
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sont induites par des meéthyltransférases. Les mutations du site d'interaction se
retrouvent principalement chez les mycobactéries. Ces especes ne possedent qu'une
copie de I'opéron rrn codant pour les ARN ribosomiques. Par exemple la résistance aux
aminoglycosides chez Mycobacterium tuberculosis est souvent liée a la mutation du gene
rpsL codant pour la protéine ribosomale S12 ou une mutation du gene rrs codant pour
I’ARNr 16 S (Shi et al. 2013).

La méthylation ribosomique est un mécanisme de résistance plus important car
il est plus largement diffusé a travers le monde (Doi, Wachino, et Arakawa 2016). Les
méthyltransférases étaient initialement présentes uniquement chez les bactéries
productrices d’aminoglycosides, les actinomycetes, mais ont été détectées chez Klebsiella
pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa (Galimand, Courvalin, et Lambert 2003,
Yokoyama et al. 2003). Ces 16S-RMTases sont classées en deux groupes basés sur le site
de modification. Les N7-G1405 16S-RMTases et les N1-A1408 16S-RMTases. Les N7-Gi405
16S-RMTases constituent le plus grand groupe, avec neuf membres ArmA, RmtA, RmtB,
RmtC, RmtD, RmtE, RmtF, RmtG et RmtH (Doi, Wachino, et Arakawa 2016). La
méthylation du Gigos5 dans le centre de décodage conféere une résistance aux
aminoglycosides 2-DOS 4,6-disubstitués. En revanche, une seule enzyme de type Ni-
A1408165-RMTase a été découverte, la NpmA (Wachino et al. 2007). Cette enzyme
méthyle la position A1408 empéchant la liaison de tous les aminoglycosides avec un

aminocyclitol 2-DOS (Wachino et Arakawa 2012).

3.4.3. Assimilation et efflux

L'import des aminoglycosides dans les cellules, caractérisé surtout pour la
streptomycine et la gentamicine, se déroule en trois étapes (Becker et Cooper 2013, Shi
etal. 2013). La premiére est une simple interaction électrostatique entre 'aminoglycoside
et les lipopolysaccharides de la membrane externe des bactéries. Les deux autres étapes
nécessitent 'apport d’énergie et dépendent donc du potentiel membranaire (Bryan et
Van Den Elzen 1977). Globalement, peu de systémes d’export participant a la résistance
aux aminoglycosides ont été identifiés a cause de leur nature polycationique. La plupart
sont des systemes d’efflux de la famille des RND (« Resistance Nodulation Division ») qui
fonctionnent comme un systeme en trois parties comportant une protéine de fusion
membranaire périplasmique et une protéine de la membrane externe (Poole 2005). Par
exemple, I'une des causes principales de la résistance aux aminoglycosides chez
Pseudomonas aeruginosa, longtemps attribuée a une perméabilité réduite, est due au

systéme d’export MexXY-OprM (Poole 2011, Morita, Tomida, et Kawamura 2012). C’est le
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mécanisme le plus retrouvé dans des isolats pulmonaires d’infection due a P. aeruginosa

provenant de patients atteints de mucoviscidose (Poole 2011, Shi et al. 2013).

3.4.4, Perméabilité

Bien que non considéré comme un systéme de résistance a part entiere, I'activité
des protéases responsables de la lyse des protéines aberrantes ou mal repliées,
participant ainsi au controle qualité de la synthese protéique, peut jouer un role dans la
résistance aux aminoglycosides (Becker et Cooper 2013). Ces protéases font partie des
systémes d’entretien de la paroi cellulaire, de régulation des protéines membranaires et
de réponse au stress. Leur activité peut donc participer a la résistance aux
aminoglycosides qui induisent une augmentation de la production de protéines
aberrantes. L'effet des aminoglycosides étant efficace seulement si le taux de protéines
mal traduites dépasse le potentiel d’activité de ces protéases. Par exemple, la suppression
des génes AfIK et hfIC, régulateurs de la protéase FtsH, chez E. coli provoque une
augmentation de la mort cellulaire, liée a I'accumulation de protéines mal formées
lorsque la bactérie est traitée avec la gentamicine ou la tobramycine (Kohanski et al.

2008, Hinz et al. 2011).

3.5. Sélectivité et effets secondaires

3.5.1. Sélectivité des aminoglycosides pour le site A
bactérien

Les aminoglycosides possédent une sélectivité pour le ribosome bactérien, son
interaction avec le site A humain cytoplasmique ou mitochondrial étant moins efficace.
Cependant, il a été montré que le site A humain mitochondrial a une affinité accrue pour
les aminoglycosides lorsqu’il posséde une mutation au niveau de la position Ai555

(numérotation Homo sapiens). L'adénine est alors remplacée par une guanine.

La comparaison de la structure cristalline de l'apramycine avec un
oligonucléotide correspondant au site A humain cytoplasmique et au site A bactérien
montre que les modes d'interaction sont différents a cause des changements de
séquences entre ces deux sites. Dans le cas de la structure d’interaction de 'apramycine
avec le site A bactérien, le cycle I de 'aminoglycoside s'insére au niveau de I'hélice 44,
s'empile sur le résidu Gi491 (numeérotation E. coli) et les atomes O3’ et O6’ forment deux

liaisons hydrogenes avec le résidu A1408, conservé universellement au sein des bactéries.
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Les atomes N1 et N3 du cycle central Il forme quatre liaisons hydrogénes avec les résidus
U1495, G1494 et A1493. Ces six liaisons hydrogénes maintiennent les résidus Ai492 et
A1493 dans une position ouverte a 'opposé de I'intérieur de I'hélice du site A bactérien.
Cette position permet a ces deux résidus de placer leur pentose dans le sillon mineur de
I'hélice formée par les paires de bases entre le codon et 'anticodon (motif « A-minor »)
(Kondo et al. 2006). La position ouverte de ces deux adénines est corrélée a I'état « on »
du site A bactérien qui est I'état correspondant a un décodage actif (Figure 17A). Ainsi,
I'apramycine favorise la position active du site A, influant ainsi sur le décodage en

diminuant sa fidélité (Kondo et al. 2006).

Au contraire, dans le cas du site A humain cytoplasmique, les deux atomes du
cycle I de 'aminoglycoside sont liés a des molécules d’eau. De plus, la base du résidu 1408
de 'ARNr 16 S n’est pas une adénine mais une guanine et ce résidu G1408 (Figure 18),
conservé au sein des sites A cytoplasmiques eucaryotes, n’établit pas de paires de bases
mais deux contacts avec les oxygenes anioniques du groupement phosphate du résidu
A1493. L'aminoglycoside apramycine se lie spécifiquement au site A cytoplasmique
humain et stabilise I'état « off » (Figure 17B). Cet état ne permet pas de décoder les ARNt,
I'apramycine inhibe ainsi probablement la translocation du ribosome eucaryote plutot

que de diminuer la fidélité du décodage (Kondo et al. 2007).

Le résidu 1491 (Gi491, numérotation E.coli) est également muté dans les
ribosomes humains, c’est une cytosine pour le site A mitochondrial et une adénine pour
le site A cytoplasmique (Figure 18). La structure du site A mitochondrial montre que le
changement de conformation induit par la fixation d'un ARNt faisant passer le site A d'un
état «off» a un état «on» est plus colteux énergétiquement pour le site A
mitochondrial (Kondo et Westhof 2008). Ce colit supplémentaire est probablement lié
au fait qu'il n’existe que 22 ARNt mitochondriaux et que la mitochondrie augmenterait

sa précision de sélection des ARNt en diminuant sa vitesse de traduction.

La sélectivité reposerait donc sur deux résidus du site d’interaction, les résidus
1408 et 1491. La mutation A1408G affecte la fixation des composés 2-DOS avec un
groupement amine en position 6’ (6'NH,), car ils ne peuvent pas former de liaisons
hydrogénes avec la guanine, sa charge positive repoussant les groupements amines N1 et
N2. Au contraire, les composés 2-DOS avec un groupement hydroxyle (6°0OH) sont moins
affectés par cette mutation car ils peuvent établir une liaison hydrogene avec le site

Watson-Crick de la guanine.
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Figure 17 - Interaction de I'apramycine avec les sites A bactérien et humain cytoplasmique. (A) A
gauche : Vue de la structure cristalline du complexe apramycine-site A bactérien (PDB : 1YRJ) (adapté de Kondo
et al. 2006, SI). A droite : Contacts directs entre I'apramycine et les atomes du site A bactérien (numérotation
E. coli) représentés par des lignes pointillées rouges (adapté de Kondo et al. 2006, SI). En bas : représentation
schématique des différents états du site A bactérien. L'état stabilisé en présence d'apramycine est encadré en
noir. (B) A gauche : Vue de la structure cristalline du complexe apramycine-site A humain cytoplasmique (PDB :
2G5K) (adapté de Kondo et al. 2006). A droite : Contacts directs et indirects (via des molécules d'eau) entre
I'apramycine et les atomes du site A humain cytoplasmique (numérotation E. coli) représentés par des lignes
pointillées rouges et noires, respectivement (adapté de Kondo et al. 2006). En bas : représentation schématique
des différents états du site A humain cytoplasmique. L'état stabilisé en présence d'apramycine est encadré en
noir.
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Les changements de séquences entre les ARNr 16S bactérien et humains
perturbent la paire de base Ci409-Gi1491 (numérotation E.coli). La présence des
nucléotides C1409-C1491 opposés 'un a l'autre affecte beaucoup plus la fixation des
aminoglycosides 2-DOS avec un 6’0OH que les composés avec un 6'NHz2 (Perez-Fernandez

et al. 2014).

La spécificité d'action des aminoglycosides sur le site A procaryote est essentielle
pour l'usage thérapeutique des aminoglycosides. Comme décrit précédemment, les
aminoglycosides peuvent interagir avec les différents sites A. Leur interaction ne serait
donc pas entierement sélective bien que les modes d’interaction different induisant des
modes d’inhibition de la traduction variés (Bottger et al. 2001, Wilhelm, Jessop, et Pettitt
2002, Kondo et al. 2007). Cependant, il a été démontré, premierement, que l'affinité pour
le site A bactérien était plus élevée que 'affinité pour le site A humain (Kaul, Barbieri, et
Pilch 2005). Deuxiémement, la sélectivité accrue de certains aminoglycosides (comme la
paromomycine) pour le site A bactérien est due, non pas a une affinité accrue, mais au
désempilement des résidus A1492 et A1493 (numérotation E. coli) (Kaul, Barbieri, et Pilch
2005) (Figure 18). En effet, le changement de conformation de 'ARN ribosomal 16 S apres
fixation de la paromomycine, n’'a pas lieu avec un oligonucléotide mimant le site A
humain pour lequel le résidu 1408 est une guanine. Au contraire, la présence d'un G en
position 1408 stabiliserait I'empilement des résidus A1492 et A1493 en présence de la
paromomycine (Kaul, Barbieri, et Pilch 2004). Cette différence au niveau du résidu 1408
est donc importante pour la sélectivité de certains aminoglycosides pour le site A
bactérien. Cependant, certains composés ont une affinité du méme ordre de grandeur
pour le site A bactérien que la paromomycine pour le site A humain, signifiant que
l'affinité seule ne peut pas décrire les spécificités de chaque aminoglycoside (Kaul,

Barbieri, et Pilch 2004).

Cette faible sélectivité apparente de certains aminoglycosides a mené a la
suggestion d'utilisation d’aminoglycosides en tant que traitement de maladies
génétiques dues a des mutations non-sens et notamment la mucoviscidose (Kerem
2004). Les aminoglycosides permettent de rétablir l'expression de protéines
fonctionnelles grace a la diminution de la fidélité de traduction (Keeling et Bedwell
2005). Cela rend I'utilisation de ces antibiotiques encore plus complexe, par exemple, le
G-418 (généticine), un composé hautement toxique qui a été interdit a I'usage clinique,
lie les ribosomes bactériens et eucaryotes avec une affinité élevée (Garreau de Loubresse

et al. 2014, Prokhorova et al. 2017, Jospe-Kaufman, Siomin, et Fridman 2020).
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Figure 18 - Structures secondaires du site d'interaction des aminoglycosides sur I'ARNr 16 S au
niveau de h44. Les nucléotides différant entre le site A bactérien et les sites A humains cytoplasmique et
mitochondrial (WT ou mutant) sont mis en évidence par un cercle. Les mutations du site A mitochondrial
conférant une hypersensibilité aux effets secondaires des aminoglycosides sont indiquées en rouge.

3.5.2. Effets secondaires

Un inconvénient majeur lié a la sélectivité relative des aminoglycosides est le fait
qu'ils induisent des effets secondaires importants qui, en plus de 'émergence des
résistances, oblige a limiter I'utilisation de ces antibiotiques en dernier recours. Ces effets
secondaires sont liés au fait que ces composés peuvent s'accumuler a l'intérieur des
cellules épithéliales des reins et de l'oreille notamment. Il a été démontré que cette

accumulation est permise par endocytose via le récepteur mégaline. En effet, les
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aminoglycosides ne s'accumulent pas dans les reins de souris pour lesquelles I'expression
de la mégaline a été inhibée (Schmitz et al. 2002). La mégaline est un récepteur multi-
ligands qui fixe de nombreuses protéines de bas poids moléculaire, comme l'albumine
ou la protéine de liaison a la vitamine D, avec lesquelles les aminoglycosides entrent en
compétition (Nagai et al. 2001). Elle est fortement exprimée par les cellules épithéliales
des tubules proximaux, expliquant la spécificité cellulaire et tissulaire de cette toxicité
(McWilliam et al. 2017). Les effets secondaires principaux sont l'ototoxicité, la
néphrotoxicité et le blocage neuromusculaire (Forge et Schacht, 2000). Au contraire de
la perte auditive qui est permanent, la néphrotoxicité est réversible (O’Sullivan et al.

2017).

L’effet appelé « curarisant » des aminoglycosides (Brazil et Corrado 1957) serait lié
au fait qu'ils entrent en compétition avec le calcium et bloquent ainsi les tunnels de
transport du calcium dans les cellules et donc la neurotransmission (Parsons, Obaid, et

Salzberg 1992).

L'ototoxicité, c'est-a-dire la capacité des composés a provoquer une perte auditive
irréversible, est due a la destruction des cellules ciliées sensorielles de I'oreille interne.
L'effet ototoxique des aminoglycosides se produit de maniére sporadique et dose-
dépendante. Les aminoglycosides peuvent pénétrer a l'intérieur des cellules ciliées
cochléaires car ils utilisent les tunnels d'import d’ions chargés positivement qui ne sont
pas sélectifs, ce qui induit une augmentation de la perméabilisation des cellules (Jospe-

Kaufman, Siomin, et Fridman 2020).

La néphrotoxicité est un effet secondaire provoqué particulierement par la
gentamicine qui induit des effets tubulaires, mais aussi glomérulaires et vasculaires
(Lopez-Novoa et al. 2011). Les aminoglycosides ne sont pas affectés par le métabolisme
avant d’arriver au niveau des reins et y rentrent donc inaltérés et a des concentrations
élevées. Ils induisent notamment la nécrose des cellules proximales tubulaires du rein en
perturbant les mécanismes intracellulaires menant a la mort des cellules épithéliales
(Jospe-Kaufman, Siomin, et Fridman 2020). La réversibilité de cette toxicité est possible

grace a la régénération des cellules tubulaires.

Un lien peut étre établit entre la structure des aminoglycosides et leur toxicité ce
qui donne l'espoir de pouvoir diminuer la toxicité de ces composés en modifiant
chimiquement leur structure (Jospe-Kaufman, Siomin, et Fridman 2020). Par exemple, la
gentamicine Cia et I'apramycine sont moins ototoxiques que d’autres composés comme
la néomycine ou la paromomycine (Ishikawa et al. 2019). En effet les différences de
substitutions des aminoglycosides peuvent induire des différences de sélectivité sans

diminuer l'activité antibactérienne. Cest le cas lorsque la position N6’ de la néomycine
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B est substitué par un groupe hydroxy-éthyle, la sélectivité est accrue pour le site A

bactérien par rapport au site A mitochondrial (Sati et al. 2017).

D’autres stratégies peuvent étre utilisées pour diminuer la toxicité des
aminoglycosides. Par exemple, la baisse de la néphrotoxicité de 'amikacine est induite

par I'association avec la taurine (Madbouly et al. 2021).

3.5.3. Mutation du site A mitochondrial et sensibilité
accrue aux aminoglycosides

Certains patients sont plus sensibles aux effets ototoxiques induits par les
aminoglycosides et, dans la plupart des cas chez I'humain, cette sensibilité est
génétiquement héritée de la mere (Guan 20m). En effet, des formes héréditaires
d'hypersensibilité a l'ototoxicité des aminoglycosides sont liées a des mutations
ponctuelles de I'ARNr mitochondrial, comme Ai555G et Cig94U (numérotation
Homo sapiens, ARNr 16 S mitochondrial). Des preuves expérimentales montrent le
dysfonctionnement du ribosome mitochondrial induit par les aminoglycosides et
I'hypersensibilité mitochondriale liée aux mutations A1555G/C1494U, prouvant que la
toxicité de ces composés est directement liée a leur action sur le ribosome eucaryote
(Hobbie et al. 2008, Perez-Fernandez et al. 2014). Le mutant A1555G du site A humain
mitochondrial est retrouvé dans plus de 120 familles a travers le monde et est 'une des
causes génétiques de perte auditive les plus courantes (Prezant et al. 1993, Hutchin et
Cortopassi 2000). Le résidu Gi555 forme une paire de bases Watson-Crick avec le résidu
C1494 sur le brin opposé rendant sa structure plus proche de celle du site A bactérien
(Kondo et Westhof 2008).

Comme dit précédemment, le site A mitochondrial sauvage nécessite un cott
énergétique plus élevé pour passer d'un état inactif (« off ») a un état actif pour le
décodage (« on »). Ce cotit plus élevé est lié au mécanisme de traduction différent au sein
de la bactérie et de la mitochondrie. Or la mutation A1555G du site A mitochondrial lui
confére deux sous-états « off », 'un étant plus proche structuralement de I'état « off » du
site A bactérien (Figure 19) (Kondo et Westhof 2008). La mutation confere ainsi a 'ARN
ribosomal mitochondrial un cotit énergétique plus faible pour passer de I'état « off » a
I'état « on ». Une augmentation des erreurs de traduction des protéines mitochondriales
induirait une perturbation de la production d’énergie dans la cellule, les protéines mal
formées induisant une production trop élevée de superoxides conduisant a la mort
cellulaire. Les aminoglycosides se lient avec une meilleure affinité au site A
mitochondrial mutant et induisent des changements de conformation différents du

site A mitochondrial sauvage (Qian et Guan 2009).
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Figure 19 - Etats actifs et inactifs des sites A bactérien et humains mitochondriaux sauvage et
mutant A1555G (adapté de Kondo et Westhof 2008). Les bases empilées dans la structure sont entourées
en rouge, bleu, orange ou vert. Les adénines qui sont orientées a I'extérieur de I'hélice sont entourées en gris.

3.6. Développement d‘aminoglycosides semi-

synthétiques

résistances dues notamment aux enzymes

Avec l'augmentation des
modificatrices d’'aminoglycosides (AMEs), le mécanisme de résistance aux aminosides le
plus courant chez les entérobactéries, le design de molécules semi-synthétiques capables

d’échapper a ces résistances a augmenté.
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3.6.1. Dérivés résistants aux AMEs

Afin de surmonter les résistances aux AMEs, deux stratégies majeures sont
employées : la modification précise d'un composé pour surmonter la résistance a une
enzyme précise ou des modifications plus générales permettant d’échapper a la
résistance provoquée par plusieurs enzymes (Mingeot-Leclercq, Glupczynski, et Tulkens
1999, Thamban Chandrika et Garneau-Tsodikova 2018). Un des premiers
aminoglycosides semi-synthétiques a étre élaboré est la dibékacine, a partir de la
structure de la kanamycine, qui en différe par I'absence de groupement hydroxyle en
position 3’ et 4'. Ces modifications au niveau de ces sites conferent a la dibékacine une
résistance a la phosphorylation ou a I'adénylation et une résistance a l'acétylation en

position 3 de I'aminocyclitol 2-DOS (Hill, Counts, et Turck 1981).

La plazomicine est également un dérivé semi-synthétique de la sisomicine qui a
été congu pour surmonter les résistances dues aux AMEs. Cet aminoglycoside, autorisé
en juin 2018, est le premier a étre approuvé par la FDA depuis l'approbation de
l'amikacine en 1981 (Serio et al. 2018). La plazomicine n'est pas désactivée par la plupart
des AMEs connues, ne présente pas d’effets secondaires majeurs dans des modéles
animaux et induit des effets néphrotoxiques chez 'homme mais n’a pas montré d’effets
ototoxiques dans les essais cliniques (Jospe-Kaufman, Siomin, et Fridman 2020).
L’arrivée de cet antibiotique et la création d'une société pour le commercialiser
(Achaogen) démontre un regain d’intérét pour la recherche sur les aminoglycosides
(Thamban Chandrika et Garneau-Tsodikova 2018).

3.6.2. Augmentation de la sélectivité pour le ribosome
bactérien

L’exemple de la plazomicine montre que les modifications chimiques des
aminoglycosides pourraient a la fois améliorer la sélectivité, sans perdre en efficacité
antibactérienne ni augmenter les effets secondaires car idéalement les antibiotiques
devraient étre résistants a la modification enzymatique et pas ou peu toxiques pour les
cellules humaines et plus généralement de mammiferes (Jospe-Kaufman, Siomin, et

Fridman 2020).

La position 4’ des aminoglycosides a été désignée comme un site intéressant de
modifications améliorant la sélectivité (Perez-Fernandez et al. 2014). Par exemple, le
remplacement d'un groupe hydroxyle en position 4' de la paromomycine 4,5-
disubstituée, formant la propylamycine, augmente la sélectivité ribosomique

bactérienne (Matsushita et al. 2019). La modification de la position 2’-NH2 de la
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paromomycine et de la néomycine, entraine également un gain de sélectivité pour la
bactérie par rapport aux ribosomes eucaryotes, bien que l'effet soit probablement
indirect car cette position n’'interagit pas avec le site de liaison au niveau du site A (Sati
et al. 2019). Dans cette idée, le cas d’'un dérivé de 'arbékacine est également intéressant.
En ajoutant un groupe hydroxyle en position 2 de I'arbékacine, le dérivé conserve une
activité semblable a celle de son parent mais montre une néphrotoxicité décrue. Cette
modification a été inspirée par la présence d’'un groupe hydroxyle en position 2 de la
streptomycine, qui posséde naturellement une néphrotoxicité faible comparée aux
autres membres de la classe (Takahashi et al. 2018, Serio et al. 2018). L'apramycine,
réservée a l'usage vétérinaire (Tableau 1), montre peu d'activité contre les ribosomes
eucaryotes. Ce composé montre également une sélectivité plus faible pour des ribosomes
hybrides, c’est-a-dire des ribosomes bactériens génétiquement modifiés pour porter la
mutation A1555G du ribosome mitochondrial induisant une susceptibilité accrue aux

aminoglycosides (Matt et al. 2012).

3.6.3. Résistance aux 16S-RMTases

La plupart des aminoglycosides 4,6-disubstitués sont inefficaces dans des souches
possédant une résistance due a la méthylation de 'ARNr 16 S par des méthyltransférases
(16 S-RMTases). Comme cité précédemment la substitution de la position N6’ de la
néomycine B augmente la sélectivité pour le site A bactérien par rapport au site A
mitochondrial (Sati et al. 2017). Le fait de modifier la néomycine a un intérét majeur qui
est que cette derniere n’est majoritairement pas ciblée par les 16 S-RMTases car elle
posséde un aminocyclitol 4,5-disubstitué (Serio et al. 2018). Des modifications, dans le
but de diminuer les effets toxiques, ont également été réalisée sur la paromomycine, un
autre aminoglycoside 4,5-disubstitué (Duscha et al. 2014). Dans les deux cas, les
modifications permettent d’augmenter la sélectivité des composés pour le ribosome
bactérien, tout en conservant l'activité bactérienne et sur des composés naturellement

résistants aux 16 S-RMTases.
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Il. APPROCHE INTEGRATIVE

A. Objectifs de lathése

Le but du projet de these est d’obtenir une meilleure compréhension du
mécanisme d’action d’antibiotiques utilisés contre des bactéries responsables de
maladies nosocomiales et généralement associées a la multi-résistance (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp). Comme décrit dans cette introduction
générale, le ribosome bactérien est une des cibles majeures des principaux
antibiotiques. Effectivement, pres de la moitié des antibiotiques actuellement utilisés,
comme les macrolides ou les aminoglycosides ciblent différentes étapes du mécanisme

de traduction.

Cependant, le mécanisme exact d’inhibition n’est pas encore parfaitement
compris. Il est devenu urgent de rendre disponible de nouveaux médicaments,
possiblement avec un nouveau mécanisme d’action, pour surpasser cette
augmentation de cas de résistance et surtout de multi-résistance. D'une part, le projet
porte sur I'étude de l'interaction des macrolides avec le tunnel de sortie des peptides
néosynthétisés (PET pour « Peptide Exit Tunnel »). D’autre part, I'interaction de
dérivés d’aminoglycoside avec leur cible au sein de '’ARNr 16 S, le site A accepteur du

ribosome, sera étudiée.

Pour réaliser ce projet, j'utilise une approche intégrative utilisant divers outils
biophysiques dans I'objectif de mieux comprendre le mécanisme d’inhibition de ces
antibiotiques. Les aspects thermodynamiques et cinétiques de l'interaction sont
abordés en utilisant la technique de microcalorimétrie ITC (« Isothermal Titration
Calorimetry »). Les sites d'interaction ont été observés plus précisément grace a la
biologie structurale, plus particuliérement la cristallographie et la cryo-microscopie
électronique. L'objectif de ce projet est de contribuer de maniere significative au
développement de nouveaux médicaments en améliorant la compréhension du mode

d’action des antibiotiques ciblant le ribosome bactérien.
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B. Techniques pour étudier l'interaction entre un
antibiotique et sa cible

1. Intérétd'une étude intégrative

L’étude d'une interaction entre un antibiotique et sa cible moléculaire peut étre
envisagée a différentes échelles. Tout d’abord, la cible a grande échelle d'un
antibiotique est la bactérie. La premiere chose a tester dans le cas de développement
de nouveaux antibiotiques serait donc son pouvoir bactériostatique ou bactéricide en

le mettant en contact avec des souches bactériennes.

Des techniques de biochimie, in vitro, peuvent également étre envisagées pour
mettre en évidence la cible moléculaire directe de I'antibiotique au sein de la bactérie.
Dans le cas des antibiotiques ciblant le ribosome et le mécanisme de traduction, il sera

alors question d’étudier I'inhibition de la traduction par les composés testés.

La biologie structurale est également une approche clé de la compréhension
d’'un mécanisme d’action d’'un antibiotique. En effet, elle permet d’observer les
interactions de la molécule avec sa cible au niveau atomique, de comprendre les
changements de conformation induits par la fixation de I'antibiotique au niveau du
ribosome par exemple. Dans ce projet de these, jutilise les techniques de
cristallographie et cryo-microscopie électronique (cryo-EM). Ces deux techniques sont
complémentaires a bien des égards. En effet, la cristallographie permet d’obtenir des
structures a tres haute résolution. La cryo-EM permet d’étudier plus facilement de gros
complexes tels que le ribosome afin d’'identifier les interactions et changements de

conformation de la cible au niveau global.

Cependant, un aspect qui manque aux techniques ci-dessus est celui de la
dynamique moléculaire du mécanisme d’action. En effet, la microbiologie et la
biochimie apportent une réponse binaire d’action ou d’inaction du composé. La
biologie structurale apporte une vision moléculaire de I'interaction, mais qui est figée
a un moment précis. Cest pourquoi j'utilise également une technique de
thermodynamique pour caractériser les forces qui entrent en jeu dans le mécanisme
d'interaction. J'apporte dans la section suivant une introduction de la

microcalorimétrie et de son application a I'étude des interactions biologiques.
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2. Isothermal Titration Calorimetry (ITC)

2.1, Principes thermodynamiques

Un systeme fermé est un systéme dans lequel il n’y a pas d’échanges de matiere
avec l'extérieur. Le passage d'un état initial a un état final nécessite une
transformation. Les variables d’état sont la masse (M), le volume (V), la température,

la pression et une fonction d’état est par exemple la masse volumique.

Le premier principe thermodynamique est : a tout systéme fermé est associée
une fonction d’état, I'énergie interne U (Joule). S'il y a une transformation alors AU +
AK =W + Q ou AU est la variation d’énergie interne, AK la variation d’énergie
cinétique, W le travail échangé avec le milieu extérieur et Q la chaleur. Dans ce cas,
I'énergie totale est conservée. Lors d'une transformation isobare, c’est-a-dire a pression

constante, seul le travail des forces de pression intervient.

Alors, W = —PAV ou AV est la variation de volumes,
Donc AU = Qp — PAV,

Enposant H =U+ PV,

Ona AH = AU + PAV,

Donc AH = Qp

H est la fonction d’état enthalpie qui correspond a I'énergie totale du systeme

en Joule et AH est la quantité de chaleur émise ou absorbée pendant la transformation.

Le deuxiéme principe thermodynamique est : a tout systeme fermé est associée
une fonction d’état extensive, c’est-a-dire une quantité qui ne peut qu'augmenter au
cours de toute transformation, I'entropie S (Joule/K). L'entropie instaure une
différence fondamentale entre deux formes d’énergie, la chaleur et le travail. La
chaleur est désordonnée et le travail est dans un sens précis. L'équation associée est
AS = AeS + AiS ot AeS est I'entropie d’échange de chaleur avec I'extérieur et AiS est

'entropie de création (>0). AeS = A?Q, ou T est la température en Kelvin, qui est nulle
si la transformation est adiabatique. Un processus adiabatique est décrit par le fait
qu'aucun transfert thermique n’a lieu entre le systeme étudié et le milieu extérieur
mais cela ne veut pas dire que la température du systéme reste constante, a ne pas

confondre avec un processus isotherme. Lors d'une transformation, 'augmentation

d’entropie représente le degré de dispersion de I'énergie.
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La fonction d’état d’enthalpie libre G (Joule) correspond a la fonction d’énergie
de Gibbs qui représente la mesure de la variation d’énergie d'un systéme utile pour

réaliser un travail précis :
AG = AH —TAS

Au cours d'une interaction, G doit diminuer pour que I'énergie globale du
systeme fermé diminue. Les quantités de matiére des réactifs et produits dépendent
de l'avancement de la réaction ¢ (mol): ArX = AX/A{ ou X est la fonction d’état et

ArX la grandeur de réaction.

ArH = Enthalpie de la réaction en J.mol”
ArS = Entropie de la réaction en J.K".mol"

ArG = Enthalpie libre de la réaction en J.mol™

ArH correspond aux échanges thermiques associés a I'interaction, si ArH < 0,

la réaction est exothermique, si ArH > 0, la réaction est endothermique.

ArS correspond a I'évolution du systeme pendant l'interaction, si ArS < 0,

l'interaction organise le systeme, si ArS > 0, I'interaction désorganise le systeme.

ArG correspond a la spontanéité de l'interaction, si ArG < 0, I'interaction est
spontanée donc exergonique, si ArG > 0, I'interaction nécessite un apport d’énergie,

elle est donc endergonique.

2.2. Microcalorimétrie par titration isotherme

La microcalorimétrie par titration isotherme ou ITC (pour «Isothermal
Titration Calorimetry ») est une technique qui permet la mesure des parametres
thermodynamiques d'une interaction donc AH, AG et -TAHS, mais aussi la mesure du
Kp et de la steechiométrie. L’appareil utilisé est un calorimetre a compensation. Il
maintient une différence de température faible et précise entre une cellule de
référence et une cellule a échantillon. A cette différence de température est associée la
puissance calorifique ou thermique de base (en pcal.s™) qui est généralement fixée a
5 pcal.s™ Lors d’'une réaction de fixation d'un antibiotique sur sa cible, I'appareil
compense alors la différence de chaleur et permet de déterminer si la réaction est exo-

ou endothermique. Par exemple, si la réaction est exothermique, la puissance générée
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par l'appareil diminue. Le principe physique expliquant comment une machine

maintient constante une différence de chaleur est appelé effet Peltier.

Lamesure de la variation de puissance générée par I'appareil lors d'une réaction
au cours du temps permet d’obtenir un thermogramme. L'intégration des valeurs de
puissance mesurées génere une courbe appelée isotherme d’interaction. Cet isotherme
d’interaction représente en abscisse le rapport molaire de la concentration de ligand
par rapport a la concentration de macromolécule et en ordonnées I'intégration des pics
en kcal.mol™ (Figure 20). Pendant les injections au cours du temps, la température étant
maintenue constante, le processus est proche d’'un processus isotherme. L'ITC permet
une mesure « directe », en une seule expérience, de I'ensemble des parametres
thermodynamiques d'une interaction entre deux molécules. L’aspect direct de la
mesure est a nuancer car la mesure brute correspond a la puissance générée par
I'appareil pour compenser l'interaction et pas directement la quantité de chaleur

générée ou absorbée par la réaction.
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Figure 20 - Exemple de thermogramme obtenu lors d'une expérience d'ITC
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La chaleur mise en jeu dans la réaction est mesurée via la puissance instantanée

intégrée au cours du temps.

Q = [P(t)dt

Les valeurs directement lisibles sur I'isotherme d’interaction sont le AH qui
correspond a l'amplitude totale de la sigmoide, le K, la constante d’affinité
correspondant a la pente maximale de la sigmoide et la stoechiométrie mesurable au
point d’inflexion de la courbe sur I'axe du ratio molaire. La déduction des valeurs de
AG et de AS (en cal ou J.K".mol") a partir des résultats expérimentaux est possible a

partir des relations fondamentales :
AG = —RTLn(K,) = AH — TAS

R est la constante des gaz parfaits (8.314 ].mol™.K")
T est la température absolue en K

AG est exprimée en kJ.mol”

En variant la température d’expérience, il est possible de déterminer le ACp qui
correspond au « heat capacity change » ou le changement de capacité calorifique,

c’est-a-dire la dépendance de la valeur de AH a la température :
Cp = 0H /0T

La dérivation (d) par rapport a la température seffectue en maintenant

constantes toutes les autres variables indépendantes de T (P, pH).
Cp = 0AH /0T

Les avantages sont que cette technique ne nécessite pas de marquage des
protéines ou acides nucléiques étudiés, ni de fixation sur un support solide, il n’y a pas
de restriction de taille des molécules et elle s’accommode de la plupart des tampons.
Le parametre essentiel pour obtenir des mesures correctes est la dialyse pour que les
deux partenaires d'interaction soient exactement dans le méme tampon. Une
différence dans la composition des tampons induit la formation de pics parasites dus
ala « chaleur de dilution », c’est-a-dire la chaleur générée par les interactions entre les

ions et les composants du tampon ou une dilution du ligand qui se serait multimérisé
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dans la seringue. L'inconvénient majeur est I'importante consommation de matériel
biologique. Des concentrations élevées de matériel sont nécessaires pour obtenir un

signal interprétable.

Lors d'une expérience d'ITC, la premiere injection génere beaucoup
d’interactions car beaucoup de sites de fixation sont libres, le signal mesuré sera alors
a son maximum. Lors des derniéres injections, il y a peu ou plus d’interactions car plus
de sites de fixation libres, le signal est faible et on n’observe seulement le signal lié a la

chaleur de dilution (Audfray, Malvern 2015).

2.3. Utilisation de I'ITC pour étudier des interactions
biologiques

Les interactions biomoléculaires peuvent étre définies de maniere plus
complete en combinant des données structurales a des données thermodynamiques,
communiquant des informations sur les propriétés énergétiques de l'interaction
(Ladbury et Chowdhry 1996). Les interactions biologiques dépendent d'un certain
nombre de variables, telles que la concentration de molécules présentes,
l'environnement physique (température, pression, solvant), la cinétique et les
conséquences thermodynamiques de l'interaction. Le développement d'instruments
de calorimétrie isotherme par titration (ITC) a permis d’améliorer la capacité a

mesurer ces valeurs directement et précisément (Ladbury et Chowdhry 1996).

Dans le cas d'une interaction biologique, l'enthalpie d'une réaction
exothermique, donc un dégagement de chaleur, peut étre associé a la formation de
liaisons polaires, telles que les liaisons hydrogene ou les interactions de van der Waals.
Tandis que la variation d’entropie, donc de l'organisation du systéme, peut prendre
origine dans la formation de liaisons ou d’interactions hydrophobes (empilement,
interaction entre deux dipdles induits) qui induisent un mouvement des molécules
d’eau en dehors du site d'interaction (Velazquez-Campoy, Luque, et Freire 2001). Les
contributions entropiques dues a la sortie des molécules d’eau du site d'interaction
sont souvent favorables a I'interaction, alors que les contributions entropiques dues a
des changements conformationnels ou la réduction du degré de liberté des atomes
sont défavorables pour I'énergie de la réaction (Figure 21). Le AS total peut étre divisé

en trois sous-termes entropiques (Sakamoto, Ennifar, et Nakamura 2018) :

AS = Aeau + ASconf + ASr/t
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AS... est 'entropie associée a la libération d’ions et de molécules
d’eau

ASconrest I'entropie liée aux changements de conformations
AS,); est l'entropie liée a la perte de degrés de liberté de

mouvements rotationnels et de translation

AH M -TAS M AG

30,00

20,00

10,00

0,00

kcal.mol™

-10,00

-20,00

-30,00

Figure 21 - Exemples de profils thermodynamiques. De gauche a droite: profil typique d'une
interaction favorisée par la formation de liaisons et défavorisée par des changements conformationnels,
profil typique d'une interaction dominée par des interactions hydrophobes, profil typique d'une interaction
favorisée par la formation de liaisons hydrogenes et des interactions hydrophobes.

Comme AG=AH-TAS, la valeur d’entropie (AS) influe différemment sur
I'énergie libre globale (AG) en fonction de son signe. Si la valeur d’entropie est positive,
I'énergie libre diminue, 'entropie a donc un effet favorable sur l'interaction. Au
contraire, si la valeur d’entropie est négative, I'influence sera défavorable car I'énergie

libre nécessaire a la réaction augmente (Sakamoto, Ennifar, et Nakamura 2018).

Lavaleur de AH total est également la somme de plusieurs signaux, notamment

les échanges de chaleurs générés par le transfert de protons :

AHobs = AHinteraction + (nH + AHion)
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ny+AH;,, correspondant au transfert de protons entre le complexe
molécule/ligand et le tampon environnant. Ce transfert peut étre expliqué par le
changement de pKa des groupements ionisables de la molécule ou du ligand durant la
formation du complexe générant un changement d’environnement des groupes

fonctionnels (Krimmer et Klebe 2015).

Par exemple, la synthese protéique par le ribosome induit une augmentation
forte de I'ordre donc une baisse de la valeur d’entropie. L'’hydrolyse des nucléotides
triphosphates consomme de I'énergie libre, la réaction est endergonique. De maniere
générale, la formation de liaisons génére un dégagement de chaleur et a I'inverse, la

rupture de liaisons absorbe de la chaleur.

2.4. Caractérisation thermodynamique et design de
médicaments

Lors du développement de nouveaux médicaments, les parameétres
thermodynamiques sont pris en compte. Pour obtenir le meilleur composé, le mieux
serait d’améliorer simultanément I'entropie et I'enthalpie mais cela est compliqué a
cause de la compensation enthalpie/entropie (Su et Xu 2018). En effet, une interaction
est le résultat de la contribution de forces favorables et défavorables. C’est pourquoi il
est essentiel de combiner les données thermodynamiques a des données structurales
qui permettent de comprendre concretement a quoi sont dues les variations
d’enthalpie et d’entropie observées. Par exemple, dans le cas d'une interaction d’'un
ligand avec une protéine, la formation d’'une liaison hydrogene, générant un gain
d’enthalpie, peut compenser une perte d’enthalpie due a la perturbation d’autres
liaisons auparavant établies entre des molécules d’eau et le ligand ou la protéine. En
effet, lors de la mesure des parametres thermodynamiques par ITC, 'évenement est
mesuré dans sa globalité. Les différentes étapes de I'interaction au niveau moléculaire
peuvent se compenser entre elles résultant a des changements thermodynamiques

globaux nuls (Krimmer et Klebe 2015).

Pour optimiser des médicaments candidats les forces qui peuvent étre
optimisées sont les interactions de van der Waals, les liaisons hydrogenes, les
interactions hydrophobes et des contraintes conformationnelles pour minimiser la
perte entropique. Les optimisations sont plus facilement envisageables si les forces a
améliorer sont connues, c’'est pourquoi I'ITC a une importance dans la conception de

nouveaux médicaments (Lafont et al. 2007).
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2.5. ITCetARN

L'ITC est aujourd’hui une technique particulierement intéressante pour I'étude
d'interactions de ligands avec de 'ARN (Salim et Feig 2009). Les études par ITC
réalisées sur les interactions entre petites molécules et ARN sont assez répandues dans
la littérature car la mise en place de I'expérience est relativement simple. Différentes
études ont alors été réalisées comme la mesure de la spécificité de riboswitches
(Gilbert et al. 2006, Miiller et al. 2006), la fixation d’aminoglycosides a des introns de
groupe I (von Ahsen, Davies, et Schroeder 1991), au ribozyme Hammerhead (Hermann
et Westhof 1998) ou un oligonucléotide mimant le site A (Pilch et al. 2003). Outre
I'interaction avec les petites molécules, les interactions d’ARN avec des protéines est
également un sujet d’étude propice aux mesures calorimétriques. Par exemple
l'interaction entre ARN et protéines, comme les kinases dépendantes de 'ARN (Kim,
Liu, et Puglisi 2006), la protéine Hfq de E. coli (Mikulecky et al. 2004) ou 'assemblage
des sous-unités du ribosome (Recht et Williamson 2004) ont été étudiés par ITC. En
utilisant I'I'TC, il est donc possible de mettre en évidence les attributs de structures de
PARN nécessaires au mécanisme d’interaction, la stoechiométrie ou encore le

mécanisme d’assemblage de complexe tels que le ribosome.

Les avantages de l'utilisation de I'I'TC pour étudier les interactions avec 'ARN
par rapport a l'utilisation d’autres techniques comme la fusion UV (« UV-melting »)
sont notamment que les mesures sont directes et a une température précise. Lors de
'étude d’'interaction avec '’ARN, des études préliminaires sont essentielles. Parmi elles,
I'étude de conformations alternatives sur gel natif, de 'équilibre entre monomeres et
dimeres car la concentration utilisée en ITC est dans I'ordre du uM et de 'homogénéité

de I'échantillon (Salim et Feig 2009).

2.6. ITC par compétition

Le coefficient de Wiseman c définit deux critéres : la courbe doit comporter
deux plateaux pour avoir un AH précis et ¢ doit étre compris entre 20 et 500 pour une

détermination optimale du AH :
Cc = Ka X Mtot X N

K, est la constante d’association (M)
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M, est la concentration de la macromolécule (M)

N est la steechiométrie

En effet, si c est élevé, a cause d’une faible concentration de la molécule étudiée
ou de l'affinité trop élevée du ligand, la détermination du Ka sera compliquée car la
pente sera trop ardue. En revanche, le AH sera facilement déterminable car les deux
plateaux seront bien définis. Si la valeur c est faible, cela correspond a un ligand avec
une faible affinité qui ne conduira jamais a une saturation de la molécule cible, le
ligand doit donc étre utilisé en exces. La détermination de la stoechiométrie et du AH
sont alors difficiles. Dans ce cas, la solution est d'utiliser une titration par déplacement
ou compétition afin d’obtenir un thermogramme avec une valeur c optimale. L'ITC de
compétition est une stratégie utilisant la capacité d'un ligand de forte affinité (par
exemple, un macrolide) a déplacer un ligand de plus faible affinité (compétiteur) pour
obtenir les parametres thermodynamiques du ligand de forte affinité. Dans le cas de
I'étude des parametres thermodynamiques de fixation d'un macrolide, les peptides
antimicrobiens sont des compétiteurs de choix car ils se fixent au niveau du tunnel de

sortie du ribosome, le site de liaison des macrolides.
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IIl. MATERIEL ET METHODES

A. Etude de l'interaction de ribosomes bactériens
avec différents antibiotiques

1. Purification du ribosome bactérien

Le ribosome (70 S) est produit a partir de différentes souches : Escherichia coli
MREG6oo (Code d’accession GenBank: CPo14197.1), Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae 19o1m250054-02 (isolée d'une aspiration trachéale
protégée prélevée le : 25/01/2019), Enterobacter cloacae 1904M300549-01 (re¢u du PTM
le 03/05/2019). A partir d'une préculture sur la nuit (12 a 16 h), 10 litres de milieu LB
sont ensemencés pour obtenir une densité optique a 600 nm de 0,05 et incubés a 37 °C
avec agitation. Quand la densité optique atteint une valeur proche de 1, les cellules
bactériennes sont centrifugées pendant 20 min a g4ooorpm et 4°C. Les culots
comportent environ 2 g de bactéries par litre de culture. Les cellules du culot sont
lavées dans le tampon AE (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 20 mM MgCl,, 200 mM NH,C],

o, mM EDTA, 6 mM [-mercaptoéthanol). Les bactéries sont conservées a 4 °C.

Les suspensions de bactéries sont supplémentées avec un cocktail d’'inhibiteur
de protéases (1X), 10 unités de DNase I et 1 mM de CaCl,. Les bactéries sont lysées
mécaniquement avec un désintégrateur de cellules de type French Press a une pression
de 1,6 bar. Les lysats sont centrifugés 30 minutes a 18 200 rpm et 4 °C avec un rotor
50.2 Ti pour culotter les débris cellulaires. Les ribosomes sont alors dans le surnageant
et culottés par une centrifugation de 4h a g1700rpm a 4°C. Les culots sont
débarrassés de la fine couche brune qui les recouvre par aspiration/reflux et
resuspendus dans le tampon AE (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 20 mM MgCl,, 200 mM
NH,Cl, 0,1 mM EDTA, 6 mM [-mercaptoéthanol).

Afin d’isoler les ribosomes d’autres contaminants, tels que des facteurs
d’initiation, les suspensions sont déposées sur un coussin de sucrose (30 % sucrose) et
centrifugées pendant 19 h a 31500 rpm et 4 °C. Les culots sont a nouveau débarrassés
d’une fine couche brunatre par aspiration/reflux. Les culots devenus translucides sont
resuspendus dans un tampon de conservation (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,,
50 mM NH,Cl, 0,1 mM EDTA, 6 mM [B-mercaptoéthanol). Une derniére centrifugation

de1h a18 200 rpm et 4 °C est réalisée pour clarifier les suspensions de ribosomes. Ces
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derniers sont concentrés a 'aide d'un filtre a centrifuger avec un seuil de 100 ooo Da
(100 K, Centricon, Merck Millipore) puis congelés rapidement dans I'azote liquide et
conservés a -8o °C. La concentration en 70 S est mesurée avec un NanoDrop™ (Thermo
Scientific), une unité d’absorbance a 260 nm correspondant a 24 nM de 70S (ou

0,06 mg/ml).

2. Dissociation des deux sous-unités du ribosome
bactérien

Les deux sous-unités du ribosome bactérien sont dissociées par dialyse dans un
tampon a concentration faible en MgCl, qui stabilise l'association des deux sous-
unités. Environ 50 mg de ribosome sont déposés dans une cassette de dialyse avec un
seuil de 3 kDas et. La cassette est placée sous agitation dans un tampon de dissociation
(30 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM MgCl,, 300 mM NH,Cl, o, mM EDTA, 1,5 mM DTT)
pendant 4 heures a 4 °C. L'échantillon de ribosome dissocié est déposé sur un gradient
de sucrose allant de 10 a 30 % et centrifugé pendant 15 heures a 30 ooo rpm et 4 °C
(rotor SW 32.Ti).

Les sous-unités dissociées sont collectées et visualisées avec un Piston Gradient
Fractionator™ (BioComp). Les fractions correspondant aux sous-unités 30 S et 50 S sont
récupérées séparément et l'efficacité de la dissociation est vérifiée a 'aide d'un gel
d’agarose 1 %. Les sous-unités sont concentrées séparément et lavées dans un tampon
de conservation (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, 50 mM KCl, o,1 mM EDTA,
1mM DTT) sur un filtre a centrifuger avec un seuil de 100 ooo Da (100 K, Centricon,
Merck Millipore). Les aliquotes sont congelées rapidement dans I'azote et conservés a
-80 °C. La concentration en sous-unités 50 S ou 30 S est mesurée avec un NanoDrop™
(Thermo Scientific), une unité d’absorbance a 260 nm correspondant a 36 nM de 50 S

ou72nM de 30 S.

3. Expérience ITC ribosome 70S - dérivés de
Néomycine

L’appareil utilisé pour les expériences d'ITC est le PEAQ ITC de Malvern. Les
échantillons de ribosome sont décongelés puis concentrés a l'aide d'un filtre a
centrifuger avec un seuil de 100 0oo Da (100 K, Centricon, Merck Millipore). Le tampon
de conservation est échangé avec le tampon ITC 1 X. Préalablement au dépot dans

I'appareil d'ITC, les échantillons de ribosome et de dérivés de néomycine sont incubés
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a la température d’expérience. Cela permet de dégazer les échantillons et d’éviter la
formation de bulles pendant les injections. Une fois la cellule d’échantillon rincée avec
du tampon ITC 1X (50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl,, 3M NH,Cl, 1 mM DTT, 5%
glycérol, 30 mM KCl), 285 pl de ribosome a 20 pM sont ajoutés. La seringue est remplie
avec 70 pl de dérivé de néomycine a 500 uUM. L'expérience ITC se déroule a 25 °C et est

composée de 4o injections de 1 pl espacées de 180 secondes.

4. Expérience ITC ribosome 70S compétition
peptide antimicrobien - macrolide

L’appareil utilisé pour les expériences d'ITC est le PEAQ ITC de Malvern. Les
échantillons de ribosome sont décongelés puis concentrés a l'aide d'un filtre a
centrifuger avec un seuil de 100 ooo Da (100 K, Centricon, Merck Millipore). Le tampon
de conservation est échangé avec le tampon ITC 1 X. Préalablement au dépot dans
l'appareil d'ITC, les échantillons de ribosome et de peptide antimicrobien ou de
macrolide sont incubés a la température d’expérience. Cela permet de dégazer les
échantillons et d’éviter la formation de bulles pendant les injections. Une fois la cellule
d’échantillon rincée avec du tampon ITC 1 X (50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgClL,, 3 M
NH,Cl, 1 mM DTT, 5 % glycérol, 30 mM KCl), 285 pl de ribosome a 20 pM sont ajoutés.
La seringue est remplie avec 70 pl de peptide antimicrobien a 200 pM. La premiére
partie de I'expérience ITC se déroule a 30 °C et est composée de 40 injections de 1 1l
espacées de 180 secondes. La seringue est ensuite remplie avec 70 pl de macrolide a
300 UM. La deuxieme partie de la compétition se déroule a 30 °C et est composée de

20 injections de 2 Ll espacées de 480 secondes.

5. Hybridation d'oligonucléotides aux ARNr pour
I'étude des modifications

Le ribosome purifié de Pseudomonas aeruginosa sous forme 70 S ou dissocié
(30S et 508) est traité a la protéinase K (VWR). La mélange de dégradation des
protéines ribosomales contient : ribosome 3,5 ug/ul, protéinase K 2 mg/ml, o,5 % SDS,
1mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl. La réaction est incubée sur la nuit a

température ambiante.

Le mélange d’hybridation contient: 50 pmol d’ARNr ou d’ARNr 16 S ou 23 S

seuls, 30 pmol d’oligonucléotide (fluorescent ou biotinylé) et du tampon 1 X (200 mM
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NaCaco, 50 mM KCl, 100 mM NaCl). Le protocole d’hybridation consiste en une
incubation 3min a 95°C, suivies de 5min sur glace, puis les échantillons sont
centrifugés et incubés 15 min a 60 °C. Les échantillons concernés sont ensuite traités a

la RNase T1 (0,1 U/pl ou 0,01 U/ul) pendant 3 h a 37 °C.

100 ul de billes magnétique streptavidine (MagnaBind™ Streptavidin Beads
PIERCE) sont lavées avec 100 ul de tampon de lavage (5 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM
EDTA, 2 M NaCl). Puis 50 ul de chaque condition et 50 ul sont ajoutés et incubés
pendant 15 min a 20 °C sous agitation. Les billes sont lavées trois fois avec du tampon
de lavage. Enfin, 100 ul de tampon d’élution (0,2 M NaOH) sont ajoutés et les billes sont

incubées pendant 5 min a 95 °C.

B. EtudeITC de l'interaction des dérivés de
Néomycine avec leur cible

1. Transcriptionin vitro a grande échelle des
oligonucléotides imitant les sites A

Le mélange de transcription in vitro contient : 10 % PEG8000, 100 mM Tris-HCI
pH 8, 1,5 mM spermidine, 50 mM DTT, 4 mM ATP, 4 mM GTP, 4 mM CTP, 4 mM UTP,
0,01 % Triton, 16 mM MgCl,, 0,3 mM oligonucléotide ADN promoteur T7, 0,3 mM
oligonucléotide ADN site A, 0,1 mg/ml T7 ARN Polymérase. Un volume de 5ml de
mélange est préparé afin d’avoir suffisamment de transcrit pour les expériences d'ITC
qui consomment beaucoup de matériel. Le mélange est séparé en 5 tubes et incubé a

37 °C pendant 4 h.

A la fin de l'incubation, 100 pl ’EDTA a o,5 M sont ajoutés dans chaque tube.
Tous les échantillons sont rassemblés dans un tube de 5oml et %2 volume de phénol est
ajouté (ROTI'Aqua-P/C/I, Roth). Le mélange est vortexé et centrifugé pendant
10 minutes a 9gooo rpm et 20 °C. La phase supérieure est concentrée a 'aide d’un filtre
a centrifuger avec un seuil de 3 0ooo Da (3 K, Centricon, Merck Millipore). Les traces de
phénol restantes sont supprimées par plusieurs lavages avec de l'eau, les densités
optiques a 260 et 270 nm sont mesurées tout au long des lavages. Les centrifugations

sont arrétées quand le pic d’absorption a 270 nM, correspondant au phénol, a disparu.
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Le transcrit est déposé sur un gel d’acrylamide 12 %, urée 7 M et migré pendant
30 min 2180 V. Un ARN de taille connue est utilisé comme marqueur de taille, la taille
du transcrit étant de 27 bases. Les séquences des oligonucléotides correspondant aux

différents sites-A en aval d'un promoteur T7 sont les suivantes :

- Site-A bactérien :
5-GGCGACTTCACCCGAAGGTGTGACGCCTATAGTGAGTCGTATTA -3’

- Site-A humain cytoplasmique :
5-GGCGACTTTTACTCGAAAGTAGCGACGCCTATAGTGAGTCGTATTA -3’

- Site-A humain mitochondrial :
5-GGCGACTTGTCTCGAAAGGGTGACGCCTATAGTGAGTCGTATTA -3’

- Site-A humain mitochondrial mutant A1555G :
5-GGCGACTTGCCTCGAAAGGGTGACGCCTATAGTGAGTCGTATTA -3’

2. DPurification des sites A transcrits

Afin de supprimer les nucléotides et les transcrits abortifs, les transcrits sont
purifiés sur une colonne HiTrap™ Q XL 5 ml (Dominique Dutscher) avec un appareil
FPLC AKTA (GE HEALTHCARE). L’échantillon de transcrit est déposé sur la colonne
préalablement équilibrée avec du tampon A (20 mM Mes pH 6.5, 10 mM NaCl). Le
transcrit est ensuite élué al'aide d'un gradient de NaCl allant de 10 mM a1,5 M (tampon
B : 20 mM Mes pH 6.5,1,5 M NaCl).

Les fractions correspondant aux pics sont déposées sur un gel d’acrylamide
12 %, urée 7 M et migré pendant 30 min a 180 V. Les fractions contenant le transcrit
sont concentrées a l'aide d'un filtre a centrifuger avec un seuil de 3 0oo Da (3K,

Centricon, Merck Millipore).

3. Préparation des sites A transcrits pour une
expérience d'ITC

L’absorbance a 260 nm des ARNs transcrits (sites-A bactérien, humain, humain
mitochondrial, humain mitochondrial mutant A1555G) est mesurée. La concentration
en micro-molaires est calculée a I'aide du coefficient d’extinction molaire de chaque
ARN.

L’ARN est restructuré in vitro via le protocole suivant. Le volume nécessaire

pour une concentration de 20 uM dans 1ml est prélevé et divisé en 6 tubes. Le volume
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de chaque tube est ajusté a 1 ml. Cette dilution permet de favoriser la formation de la
structure en téte d’épingle au détriment de la formation de dimeéres d’ARN. Les
solutions d’ARN diluées sont incubées 5 minutes a go °C puis directement incubées
5 minutes supplémentaires dans de la glace a o °C (mélangée a de I'eau). Ensuite,
11,1 pl de tampon ITC ARN 10 X (20 mM MgCl,, 250 mM NaCacodylate pH 7,1 M KCl).
Les solutions sont concentrées a l'aide d'un filtre a centrifuger avec un seuil de
10 000 Da (10 K, Centricon, Merck Millipore) et lavées avec du tampon ITC ARN 1 X
(2 mM MgCl,, 25 mM NaCacodylate pH 7, 0,1 M KCl). Lorsque le volume atteint 1 ml
total, 'absorbance a 260 nm est mesurée pour vérifier que la concentration finale est

égale a 20 uM.

4., Expérience d'ITC site A - dérivés de Neomycine

L’appareil utilisé pour les expériences d'ITC est le PEAQ ITC de Malvern.
Préalablement au dépot dans I'appareil d'ITC, les échantillons d’ARN site A et de
dérivés de néomycine sont incubés a la température d’expérience. Cela permet de
dégazer les échantillons et d’éviter la formation de bulles pendant les injections. Une
fois la cellule d’échantillon rincée avec du tampon ITC ARN 1 X (20 mM MgCl,, 250 mM
NaCacodylate pH 7,1 M KCl), 285 pl d’ARN site A a 20 pM sont ajoutés. La seringue est
remplie avec 70 pl de dérivé de néomycine a 500 pM. L'expérience ITC se déroule a

25 °C et est composée de 40 injections de 1 pl espacées de 180 secondes.

C. Testinvitrod'inhibition de la traduction

1. Amplification du plasmide reporter luciférase
pPBESTluc

Le plasmide pBESTIuc™ (Promega, Annexe 1) est amplifié par PCR, le mélange
contient : tampon Taq polymérase 10 X, mélange dNTPs a 2,5 mM chacun, 10 uM
oligonucléotide sens T7 (5- TAATACGACTCACTATAGG), 10 uM oligonucléotide
antisens (5-GGTGATGTCGGCGATATAGG-3') (Jiang et al. 2012), 500 ng pBESTluc™
(Promega), 20 U Taq Polymérase.

Un programme de PCR avec gradient de températures est réalisé : 3 minutes de

dénaturation initiale a 95 °C suivi de 34 cycles avec 30 secondes de dénaturation a
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95 °C, 30 secondes d’appariement a 55, 55.7, 56.9, 58.8, 611, 63, 64.3 ou 65 °C et
45 secondes d’élongation a 72 °C puis une élongation finale de 5 minutes a 72 °C. Les
produits PCR sont analysés sur gel et les produits de réaction les plus concentrés sont
rassemblés et purifiés par ajout d'un volume de phénol (ROTI’Aqua-P/C/I, Roth). Le
mélange est mélangé avec un vortex et centrifugé pendant 5 minutes a 13 400 rpm et
20 °C. Une précipitation a I'éthanol est réalisée avec 'ADN contenu dans la phase
supérieure (2,5volumes d’éthanol 100%, o,1volume NH,OAc o0,3M). Apres
précipitation a -20 °C, I'échantillon est centrifugé 30 minutes a 13 400 rpm et 4 °C. Le
culot est conservé et 150 pl d’éthanol 70 % sont ajoutés. L'échantillon est centrifugé

5 minutes a13 400 rpm et 4 °C, puis le culot est séché et resuspendu dans de I'eau Milli-

Q.

2. Production d'extraits bactériens a partir de la
souche SL119

La souche SL11g (Lesley, Brow, et Burgess 1991) a été gracieusement envoyée par
Dr. Hans-Georg Koch (Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie, Albert-Ludwigs,
Universitét Freiburg). Cette souche est utilisée pour la production d’extraits bactériens
car elle est déficiente en endoprotéinase OmpT, en protéase Lon et en exonucléase V
(recBCD). L’absence d’activité protéase permet une plus grande stabilité des protéines
produites et, dans ce cas, d'une plus grande stabilité des facteurs de traduction lors des

expériences de traduction in vitro.

Une préculture de 10 ml a partir d'une colonie sur boite de Petri est incubée a
37 °C sur la nuit. Le lendemain, 500 ml de TB sont ensemencés avec la totalité du
volume de préculture. Quand la densité optique atteint une valeur proche de 2, les
cellules bactériennes sont centrifugées pendant 3o min a 4 ooo rpm et 4 °C. Les cellules
du culot sont lavées dans 500 ml de tampon S30 (10 mM Tris-Acétate pH 7.4, 14 mM
Mg-Acétate, 60 mM K-Acétate,1 mM DTT, 0,1 ml/L B-mercaptoéthanol) et centrifugées
pendant 30 min a 4 ooo rpm et 4 °C. Le culot est a nouveau resuspendu dans 15 ml de

tampon S3o.

Les bactéries sont lysées mécaniquement avec un désintégrateur de cellules de
type French Press a une pression de 1,6 bar. Les lysats sont centrifugés 30 minutes a 18

200 rpm et 4 °C avec un rotor 50.2 Ti pour culotter les débris cellulaires.

Les extraits cellulaires contenant les ribosomes, appelés S3o0, sont congelés

rapidement dans l'azote liquide et conservés a -8o °C.
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3. Traduction in vitro de la protéine reporter
Luciférase

Le mélange de traduction in vitro contient les éléments suivants : 30 % v/v S30
E. coli SL119,1 pg pBESTluc circulaire, acides aminés a 50 pM, 30 % v/v S30 premix sans
acides aminés (Promega), 20 U RNasine, avec ou sans différentes concentrations de
dérivés de Néomycine. Le mélange de traduction est incubé 3 h a 37 °C sous agitation
a 300 rpm. Les 25 pl de chaque réaction sont déposés dans une plaque 96 puits noire.
L’activité de la luciférase est mesurée al'aide de 'appareil GloMax 20/20 Luminometer
(Promega, Madison, W1, USA) et du tampon de révélation du Luciférase Assay System
(Promega).

D. Production de ribosomes hybrides (Recht et al.
1999)

1, SoucheTA531

La souche TAs31 (Asai et al. 1999) a été gracieusement envoyée par Dr.
Dominique Fourmy et Dr. Satoko Yoshizawa (Institut de Biologie Intégrative de la
Cellule, CNRS, Structure et dynamique des ARN, Université Paris-Saclay). La souche
TAs31 est délétée des 7 opérons codant les ARN ribosomaux dans le génome (= A7).
Elle contient le plasmide pHK-rrnC+ (résistance Kanamycine) codant pour I'opéron
d’ARN ribosomaux WT rrnC et le plasmide pTRNA66 (résistance Spectinomycine)
codant les opérons d’ARN de transfert pour pallier les délétions de certains génes

d’ARNt codés au sein d’opérons génomiques d’ARNT.

2. Préparation des bactéries TA531 compétentes

Une colonie de TA531 précédemment étalée sur une boite de Petri LB-Spc-Kan
est ensemencée dans 2ml de LB-Spc-Kan et incubée sur la nuit a 37 °C sous agitation.
Le lendemain, 200 ml de milieu LB-Spc-Amp sont inoculés avec 2 ml de préculture. La
culture est incubée a 37 °C sous agitation jusqu'a obtention d'une DOg,onm de 0,3 puis

centrifugée 15 min a 4 ooorpm et 4°C. Les culots sont récupérés et resuspendus
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doucement dans 30 ml de CaCl, a 100 mM stérile. Les suspensions sont laissées une
heure sur glace puis centrifugées 15 min a 4 ooo rpm et 4 °C. Les culots sont récupérés
et resuspendus doucement dans 2 ml de CaCl, a 100 mM ajoutés a 2 ml de glycérol a

50 %. Les suspensions de bactéries sont conservées a -8o °C.

3. Plasmide pKK3535

Le plasmide pKK3535 a été gracieusement envoyé par Dr. Dominique Fourmy
et Dr. Satoko Yoshizawa (Institut de Biologie Intégrative de la Cellule, CNRS, Structure
et dynamique des ARN, Université Paris-Saclay). Le plasmide pKK3535 de 11 796 paires

de bases code pour un opéron d’ARN ribosomaux rrnB (

Annexe 2) et un géne de résistance a ’Ampicilline. Ce plasmide est un dérivé de
pBR322, il comporte donc une origine de réplication de type ColEz a faible nombre de

copies.

4., Maxi-préparation du plasmide pKK3535

75 ng de pKK3535 sont ajoutés a 50 pl de DHsa., le mélange est laissé sur glace
pendant 20 minutes. Le choc thermique, déstabilisant les membranes et favorisant
I'entrée du plasmide dans les cellules, est réalisé a 42 °C pendant 45 secondes. Puis,
450 pl de milieu LB sont ajoutés et 'échantillon est incubé pendant 45 minutes a 37 °C
sous agitation. Les bactéries transformées sont étalées sur boite de Petri LB-Amp et

placées a 37 °C sur la nuit.

Une colonie issue de la transformation est ensemencée dans 3 ml de LB-Amp et
incubée sur la nuit a 37 °C avec agitation. Le lendemain, 200 ml de milieu LB sont
ensemencés avec le volume de préculture nécessaire pour obtenir une DOg,onm initiale
de 0,02. La culture est placée sous agitation a 37 °C. Lorsque la DOg,onm atteint une
valeur de 0,4, du chloramphénicol a une concentration finale de 10 pg/ml est ajouté.
L’ajout de chloramphénicol permet d’inhiber la traduction protéique sans inhiber la
réplication, permettant de réserver la machinerie cellulaire a l'amplification du
plasmide. La culture en présence de chloramphénicol est incubée sur la nuit a 37 °C

sous agitation.

Une maxi-préparation de pKK3535 est réalisée a I'aide du kit Maxiprep de filtres

plasmidiques PureLink® HiPure (Invitrogen™) en suivant le protocole du fabriquant. La
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concentration finale en plasmide est mesurée avec un NanoDrop™ (Thermo Scientific),

une unité d’absorbance a 260 nm correspondant a une concentration en ADN de
50 ng/pl.
5. Mutagénése dirigée par PCR

Des oligonucléotides comportant une ou plusieurs mutations permettant de
modifier la séquence du site A bactérien au sein de '’ARN ribosomal 16S sont générés.
Le but est de muter les bases correspondantes aux substitutions présentes dans les sites
A des ARN 16S humain cytoplasmique, humain mitochondrial et humain

mitochondrial mutant.

Séquence des oligonucléotides utilisés pour la mutagénese :

Site A humain (séquence 1404-1412, numérotation E. coli) :

- HumA1408G upstream :
5-GTACACACCGCCCGTCGCACCATGGGAGTGGG-3' (85,5 °C, 68,8 % GC)
- HumA1408G downstream :
5-CCCACTCCCATGGTGCGACGGGCGGTGTGTAC-3’ (85,5 °C, 68,8 % GC)
- HumAi410T upstream :
5-GTACACACCGCCCGTCACTCCATGGGAGTGGG-3’ (84,2 °C, 65,6 % GC)
- HumAi410T downstream :
5-CCCACTCCCATGGAGTGACGGGCGGTGTGTAC-3’ (84,2 °C, 65,6 % GC)

Site A humain (séquence 1488-1498, numérotation E. coli) :

- HumTi490A-G1491A upstream :
5-GTGATTCATGACTGGGGAAAAGTCGTAACAAGGTAACCG-3’ (78 °C,
46,2 % GC)

- HumTi490A-G1491A downstream :
5-CGGTTACCTTGTTACGACTTTTCCCCAGTCATGAATCAC-3' (78 °C, 46,2 %
GC)

Oligonucléotide séquencage pour vérification des mutations :

- 5-CGTGCTACAATGGCGCATAC-3 (55 °C, 55 % GC)

Le mix de PCR contient : 125 ng de chaque oligonucléotide, un mélange de dNTPs

a 200 UM, 500 ng de plasmide pKK3535, 2,5 U de Polymérase Pfu dans son tampon 1X
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(PfuTurbo DNA Polymerase, Agilent) et le volume est complété a 50 pl avec de I'eau
Milli-Q".

Le programme PCR est composé d'un cycle initial de dénaturation a 95 °C pendant
30 sec, puis de 16 cycles avec une étape de dénaturation a g5 °C pendant 30 sec, une
étape d’hybridation a 55°C pendant 1 minute et une étape d’élongation a 68 °C
pendant 15 min (basé sur le protocole du kit QuikChange Site-Directed Mutagenesis,
Agilent).

Afin de s'affranchir des plasmides parentaux non mutés, un traitement avec
I'enzyme de restriction Dpnl est réalisé. En effet cette enzyme clive son site de
restriction uniquement s’il est modifié par un groupement méthyle et seuls les
plasmides parentaux produits in vivo sont méthylés. 40 U de Dpnl (NEB) sont ajoutées

aux produits PCR et 'échantillon est placé a 37 °C sous agitation pendant 2 h.

6. Mini-préparation du plasmide pKK3535 muté

Les produits PCR traités avec Dpnl sont transformés dans DH5a. Pour cela,
10 pl de réaction PCR sont mis en présence de 50 pl de DH5a et laissés sur glace
pendant 20 min. Le choc thermique, déstabilisant les membranes et favorisant I'entrée
du plasmide dans les cellules, est réalisé a 42 °C pendant 45 secondes. Puis, 450 pl de
milieu LB sont ajoutés et 'échantillon est incubé pendant 45 minutes a 37 °C sous
agitation. Les bactéries transformées sont étalées sur boite de Petri LB-Amp et placées

a 37 °C sur la nuit.

Plusieurs colonies issues de la transformation sont ensemencées dans 3 ml de
LB-Amp et incubées sur la nuit a 37 °C avec agitation. Le lendemain, 10 ml de milieu
LB sont ensemencés avec le volume de préculture nécessaire pour obtenir une DOgoonm
initiale de 0,02. La culture est placée sous agitation a 37 °C. Lorsque la DOgoonm atteint
une valeur de 0,4, du chloramphénicol a une concentration finale de 10 pg/ml est
ajouté. L'ajout de chloramphénicol permet d’'inhiber la traduction protéique sans
inhiber la réplication, permettant de réserver la machinerie cellulaire a 'amplification
du plasmide. La culture en présence de chloramphénicol est incubée sur la nuit a 37 °C

sous agitation.

Des mini-préparations de pKK3535 mutés sont réalisées a l'aide du kit
d’extraction de plasmides NucleoSpin Plasmid (Mini kit for plasmid DNA, Macherey-

Nagel™) en suivant le protocole du fabriquant. La concentration finale en plasmide est
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mesurée avec un NanoDrop™ (Thermo Scientific), une unité d’absorbance a 260 nm

correspondant a une concentration en ADN de 50 ng/pl.

Les plasmides issus des différents clones sont envoyés a séquencer chez
Microsynth (Microsynth Seqlab GmbH, Allemagne), par la méthode de séquencage

Sanger, afin de vérifier si la mutation voulue est présente.

7. Transformation de la souche TA531 et perte de
plasmide

1 ng de pKK3535-A1408G sont ajoutés a 50 pl de TA531, le mélange est laissé sur
glace pendant 20 minutes. Le choc thermique, déstabilisant les membranes et
favorisant l'entrée du plasmide dans les cellules, est réalis¢é a 42 °C pendant
45 secondes. Puis, 450 pul de milieu LB sont ajoutés et 'échantillon est incubé pendant
45 minutes a 37 °C sous agitation. Les bactéries transformées sont étalées sur boite de

Petri LB-Amp-Spc-Kan et placées a 37 °C sur la nuit.

Une colonie issue de la transformation est ensemencée dans 20 ml de LB-Amp-
Spc et incubée sur la nuit a 37 °C avec agitation. Le but est de cultiver la souche
transformée par le plasmide pKK3535 mutant en absence de I'antibiotique dont le gene
de résistance est codé par le plasmide pKK3535 parent, en 'occurrence la kanamycine,

afin de favoriser la perte du plasmide parent.

Le lendemain, 100 pl des dilutions de la culture a4 10, 105,10, 107 ou 10® sont
étalés sur boite de Petri LB-Amp-Spc pour obtenir des clones isolés. Ces clones sont
ensuite repiqués en parallele sur une boite de Petri LB-Amp-Spc et LB Amp-Spc-Kan.
L’objectif est de sélectionner un clone qui se développera en absence de kanamycine
mais pas en présence de kanamycine, signifiant qu'il a perdu le plasmide pKK3535

parent et n’exprime donc que 'opéron d’ARN ribosomaux muté.

E. Cristallisation de I'ARN DIS du VIH en présence de
dérivés de Néomycine

1. Co-cristallisation ARN DIS / dérivés de
Néomycine (structure boucle-boucle du DIS)
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Tampon cristallisation boucle-boucle 10X : 1,5 M KCl, 50 mM MgCl,, 200 mM NaCaco
pH7.0
Tampon réservoir : 40% MPD, 300 mM KCl, 50 mM NaCaco pH 7.0, 20 mM MgCl,

La concentration finale ’ARN DIS de sous-type F (DISF) (Annexe 3) nécessaire
pour réaliser des gouttes dans le but d’obtenir des cristaux est de 360 uM. Une étape
préliminaire de dénaturation est nécessaire pour obtenir un mélange homogene au
niveau de la structure de 'ARN. L’ARN DISF est dilué a 6o uM, dénaturé a go °C
pendant 5 minutes et directement déposé sur un mélange d’eau et de glace a o °C. La
dilution de I'ARN permet de favoriser la formation de la structure en tige-boucle, au
détriment de la formation de duplex entre deux molécules d’ARN DIS F. Le volume
nécessaire de tampon de cristallisation boucle-boucle 10 X est ajouté pour obtenir une
concentration finale de 1X. Ensuite, TARN DIS F est concentré a I'aide d’'un filtre a
centrifuger avec un seuil de 10 ooo Da (10 K, Centricon, Merck Millipore), jusqu’a

'obtention de la concentration désirée (360 uM) (Ennifar et al. 1999).

La cristallisation est réalisée en gouttes suspendues ou assises a l'aide de
cavaliers a fond convexe. Les gouttes de cristallisation comportent 7, 8 ou 9 ul ’ARN
DIS F structuré dans le tampon de cristallisation et de 0,6 pl, 0,7 pl, 0,8 pl ou 0.9 pl de
dérivés de Néomycine concentrés a 2,5 mM avec 10 % v/v de MPD. Les puits sont
remplis avec 550 pl de tampon réservoir. La préparation des gouttes est réalisée a 20 °C

et les boites sont placées a 37 °C pour favoriser la croissance des cristaux.

2. Co-cristallisation ARN DIS / dérivés de
néomycine (structure en duplex du DIS)

Tampon cristallisation duplex 10 X : 6 ml de KCl a 3 M, 600 pl de MgCl,a1 M, 6 ml de
NaCacopH7.0a1M

Tampon réservoir : 50% MPD, 300 mM KCl, 50 mM NaCaco pH 7.0, 20 mM MgCl,

La concentration finale ’ARN DIS F en duplex étendu nécessaire pour réaliser
des gouttes dans le but d’obtenir des cristaux est de 600 pM. Une étape préliminaire
de dénaturation est nécessaire pour obtenir un mélange homogene au niveau de la
structure de 'ARN. L’ARN DISF non dilué est dénaturé a go °C pendant 5 minutes et
lentement refroidi a 25 °C pendant 30 minutes. La concentration et le refroidissement
lent permet de favoriser la formation de la structure en duplex entre deux molécules
d’ARN DIS F. Le volume nécessaire de tampon de cristallisation duplex 10X est ajouté

pour obtenir une concentration finale de 1 X. Ensuite, ’ARN DIS F est concentré al'aide
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d’'un filtre a centrifuger avec un seuil de 10 ooo Da (10 K, Centricon, Merck Millipore),

jusqu'a I'obtention de la concentration désirée (600 uM).

3. Acquisition et traitement des données de
cristallographie

L’acquisition des données a été réalisée sur la ligne de lumiére Xo6DA - PXIII
du SLS (Swiss Light Source) de I'institut Paul Scherrer en Suisse (Villigen). Les données
sont traitées avec XDS (Kabsch 2010). La structure de ’ARN DIS F en complexe avec un
dérivé de Néomycine est résolue par remplacement moléculaire, en utilisant MOLREP
(Vagin and Teplyakov 2010) et le PDB 1ZCI pour I'ARN DIS structuré dimere par
interaction boucle-boucle ou le PDB 2QEK pour '’ARN DIS structuré en duplex étendu.
Les structures sont affinées avec PHENIX (Afonine et al. 2012) et les modeles construits

dans Coot (Emsley et al. 2010).

F. Cryo-microscopie électronique

1. ComplexeE. cloacae-TG196

1.1, Préparation des grilles pour la cryo-
microscopie électronique

Les grilles utilisées sont des R2/2 300 mesh Cu/Rh ionisées 30 secondes a 2 mA avec
un appareil a « glow discharge » (Leica, EM ACE 600). La vitrification des échantillons
sur les grilles est réalisée avec un Vitrobot™ Mark IV (Thermo Fisher Scientific) a une
température de 4 °C. 1ul du complexe ribosome d’E. cloacae/TG196 a 1.2 ou 1.9 uM
d’échantillon sont incubés avec g ul de tampon de dilution pendant 4 minutes a 30 °C.
3 ul de I'échantillon concentré a 120 ou 190 nM sont déposés sur la grille. Apres
30 secondes de contact, 'exces de volume réactionnel est absorbé pendant 2 secondes
(blot force 5) al'aide de disques de papier filtre positionnés de chaque coté de la grille.
Celle-ci est ensuite plongée dans I'éthane liquide. Le refroidissement rapide dans
'éthane liquide permet d’éviter la formation de glace cristalline. La glace diffracte les

rayons d’électrons lors de I'acquisition et bruite le signal.
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1.2, Acquisition desimages

L’acquisition des images a été réalisée sur un microscope Glacios™ (200kV) de la
plateforme cryo-EM de NovAliX (Illkirch, Strasbourg, France), qui est équipé d'une
caméra Falcon III a détection directe d’électrons. La taille du pixel au niveau de
I'échantillon est de 1,55 A. La gamme de défocalisation utilisée est de 0.8 um a 3 .4 um.
Au total, environ 3000 images ont été collectées. Pour chaque image 39 vues sont
enregistrées avec une dose totale d’électrons de 36.8 e/A2 dans un temps d’exposition

d’une seconde.

1.3. Analyse desimages

Une premiere analyse des images a été réalisée en parallele par la Dr. Angelita
Simonetti avec la suite logicielle Scipion et par moi-méme avec RELION. Une nouvelle
analyse des images a été réalisée avec l'aide du Dr. Emmanuel Giudice. Un
prétraitement des données a été réalisé avec cryoSPARC™ (Punjani et al. 2017). Les
images obtenues en “movie mode” ont été alignées en utilisant I'algorithme de « Patch-
based Motion Correlation ». Ensuite, la fonction de transfert de contraste (CTF) a été
déterminée en utilisant I'algorithme de « Patch-based CTF Estimation ». Puis, des
particules ont été sélectionnées manuellement sur quelques micrographes et utilisées
pour réaliser une premiére classification 2D avec 10 classes. Les classes ont été
sélectionnées et utilisées en modele pour la sélection des particules sur tous les
micrographes. Le nombre et la qualité des particules sélectionnées peut étre vérifiée
et adapter avec l'outil « Inspect Picks» intégré dans cryoSPARC™. Les particules
sélectionnées et extraites des micrographes sont a nouveau classées en 2D avec
environ 200 classes. Plusieurs sélections et classifications 2D sont réalisées. Une
reconstruction 3D est réalisée en utilisant I'algorithme de « Ab-initio Reconstruction »

et affinée avec « 3D-Homogeneous Refinement ».

La suite de l'analyse est réalisée avec RELION. Le prétraitement doit étre fait
également avec RELION pour éviter les incompatibilités de fichiers. Les images ont été
alignées en utilisant l'algorithme de « Motion Correlation » intégré dans RELION
(Zivanov, Nakane, et Scheres 2019). Ensuite, la CTF a été déterminée en utilisant
l'algorithme Gcetf (Zhang 2016). Les fichiers de coordonnées de particules sélectionnées
avec cryoSPARC™ sont converties et importées dans RELION. Une classification en 3D
des particules est réalisée, en utilisant le modele 3D généré dans cryoSPARC™ et

préalablement affiné dans RELION (Scheres 2012). Plusieurs classes, contenant
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environ 200 0oo particules sont sélectionnées. La taille du pixel est ajustée avec
Chimera (UCSF CHIMERA). Toutes les classes ont été affinées a l'aide de I'auto-
affinement 3D de RELION, puis post-traitées a l'aide de la procédure implémentée
dans RELION (Scheres, 2012).

2. ComplexeE. coli-Erythromycine-Pyrrhocoricine

2.1. Acquisition des images

Le complexe ribosome dE. coli/érythromycine/pyrrhocoricine est issu d'une
expérience d'ITC réalisée par Emma Schenckbecher. Les grilles ont été préparées par
Angelita Simonetti comme décrit précédemment. Les images du complexe ont été
collectées avec un microscope Titan Krios™ en collaboration avec Dr. Jérome Basquin
(Max Planck Institute for Biochemistry, Martinsried). Le microscope est équipé d’'une
caméra K3 (300 kV) a détection directe d’électrons. L’acquisition a été réalisée en

“movie mode” avec un débit de dose de 1.12 e/AZ.

2.2, Analyse desimages

L’analyse des images a été réalisée avec 'aide du Dr. Emmanuel Giudice. Un
prétraitement des données a été réalisé avec cryoSPARC™ (Punjani et al. 2017). Les
images obtenues en “movie mode” ont été alignées en utilisant I'algorithme de « Patch-
based Motion Correlation ». Ensuite, la fonction de transfert de contraste (CTF) a été
déterminée en utilisant l'algorithme de « Patch-based CTF Estimation ». Puis, des
particules ont été sélectionnées manuellement sur quelques micrographes et utilisées
pour réaliser une premiére classification 2D avec 10 classes. Les classes ont été
sélectionnées et utilisées en modele pour la sélection des particules sur tous les
micrographes. Le nombre et la qualité des particules sélectionnées peut étre vérifiée
et adapter avec l'outil « Inspect Picks» intégré dans cryoSPARC™. Les particules
sélectionnées et extraites des micrographes sont a nouveau classées en 2D avec
environ 200 classes. Plusieurs sélections et classifications 2D sont réalisées pour une
sélection finale d’environ 373 ooo particules. Une reconstruction 3D est réalisée en
utilisant I'algorithme de « Ab-initio Reconstruction » et affinée avec « 3D-Homogeneous

Refinement ».
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La suite de l'analyse est réalisée avec RELION. Le prétraitement doit étre fait
également avec RELION pour éviter les incompatibilités de fichiers. Les images ont été
alignées en utilisant l'algorithme de « Motion Correlation » intégré dans RELION
(Zivanov, Nakane, et Scheres 2019). Ensuite, la CTF a été déterminée en utilisant
l'algorithme Gcetf (Zhang 2016). Les fichiers de coordonnées de particules sélectionnées
avec cryoSPARC™ sont converties et importées dans RELION. Une classification en 3D
des particules est réalisée, en utilisant le modele 3D généré dans cryoSPARC™ et
préalablement affiné dans RELION (Scheres 2012). Plusieurs classes, contenant
environ 222 000 particules correspondant au ribosome 70 S sont sélectionnées. La
taille du pixel est ajustée avec Chimera (UCSF CHIMERA). Toutes les classes ont été
affinées a l'aide de l'auto-affinement 3D de RELION, puis post-traitées a l'aide de la
procédure implémentée dans RELION (Scheres, 2012). Un affinement de la CTF est
également réalisé avec les algorithmes « High-order aberrations», « Anisotropic
magnification » et « Per-particle defocus values » (Zivanov et al. 2018). La suite du post-
traitement est réalisé a I'aide de masque afin de focaliser I'affinement au niveau du site

d’interaction.
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IV. RESULTATS ET DISCUSSION

A. Etudes des paramétres d'interaction des
macrolides avec des ribosomes ESKAPE

Une partie du projet porte sur l'étude du mécanisme d’interaction des
macrolides avec différents ribosomes issus de souches de bactéries pathogenes. J'ai
réalisé, dans le laboratoire de Dr. Gilles Prévost et sous la supervision de Daniel Keller
(Université de Strasbourg, CHRU Strasbourg, Fédération de Médecine Translationnelle
de Strasbourg, EA 7290), des cultures et purifications de ribosomes de souches
commerciales ou issues de prélevements réalisés a I'hopital de Strasbourg:
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Acinetobacter
lwoffii. Ces souches rentrent dans la liste des bactéries particulierement dangereuses
en termes de multirésistances, regroupées sous I'acronyme ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp.) (De Oliveira et al. 2020). Le but est
d’étudier le mécanisme d’action de macrolides en comparant l'interaction avec des

ribosomes issus de différentes souches bactériennes.

Je vais me concentrer ici sur 'étude du mécanisme d’action au niveau
thermodynamique. En utilisant I'ITC, technique qui permet d’étudier les parameétres
thermodynamiques d'une interaction, il est possible de caractériser si le mécanisme
d’interaction varie en fonction de la souche bactérienne étudiée. La purification des
ribosomes a partir d'une souche nécessite environ cinq jours de travail, de la culture
bactérienne a la concentration de l'échantillon de ribosomes. Comme décrit
précédemment, le principal inconvénient de cette technique est lié au fait qu'elle
nécessite l'utilisation d’'une grande quantité de matériel biologique. En effet, pour
étudier l'interaction avec des antibiotiques, la quantité en ribosome généralement

utilisée est d’au moins 10 mg.

1. Expériences d'ITC par compétition

1.1. Unpeu d’histoire

Le mécanisme d’interaction des macrolides avec le ribosome d’E. coli a été

étudié par Dr. Emma Schenckbecher lors de sa thése au sein du laboratoire. Pendant
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ses travaux, elle s'est d’abord concentrée sur I'étude de la fixation directe d’'un
macrolide sur le ribosome par des expériences d'ITC. Cependant, les macrolides ont
une tres forte affinité pour le ribosome, de I'ordre du nanomolaire bas ou inférieur, ce
qui ne permet pas l'obtention tres précise de la constante d’affinité par 'approche ITC
compte tenu des contraintes physicochimiques du systeme. De plus, le signal mesuré
était de faible intensité dii a un faible échange de chaleur. Cela signifie que la valeur de

AH mesurée était proche de zéro.

Proportionnellement, les macrolides sont de tres petites molécules comparées
auribosome. Selon les données de la littérature, les macrolides présentent une affinité
pour le ribosome inférieure a 10 nM (Svetlov, Vazquez-Laslop, et Mankin 2017), ce qui
se rapproche de la limite de sensibilité de I'appareil d'ITC. Ainsi, en se référant a la
valeur ¢ (c=K,x My xN), il faudrait utiliser des concentrations trés élevées de
ribosome pour détecter un signal significatif. La concentration utilisée étant déja tres
élevée, il est difficile d’adapter ce parametre pour améliorer les résultats obtenus. En
effet, une concentration plus élevée risquerait de provoquer l'agrégation des
ribosomes et de biaiser d’avantage les données. C'est pourquoi il a été envisagé
d’utiliser la stratégie de compétition pour pallier ces problémes techniques de mesure
des parametres thermodynamiques (Velazquez-Campoy et Freire 2006, Krainer et

Keller 2015, Schenckbecher, Meyer, et Ennifar 2019).

La stratégie de compétition consiste a titrer, dans un premier temps, le
ribosome avec un ligand de plus faible affinité que les macrolides et d’en mesurer les
parameétres thermodynamiques. Dans un deuxieme temps, une titration avec le
macrolide est réalisée en conservant le complexe composé du ribosome et du ligand
de faible affinité dans la cellule d’échantillon. Ainsi, I'application d'un modele de
compétition aux parametres d'interaction du macrolide sur le complexe ribosome-
ligand, en prenant en compte les parametres d’interaction du ligand seul permet
d’obtenir les parametres d’interaction du macrolide seul (Figure 22). Le ligand de faible
affinité utilisé pour étudier l'interaction des macrolides est un peptide antimicrobien
riche en prolines (PrAMP pour « Proline-rich AntiMicrobial Peptide ») dont le site
d’'interaction est trés proche de celui des macrolides, dans le tunnel de sortie des

peptides néosynthétisés.

La pyrrhocoricine, initialement isolé de la punaise d’Europe (Pyrrhocoris
apterus), fait partie des peptides antimicrobiens les mieux caractérisés. Sa séquence de

20 acides aminés est :
5 — VDKGSYLPRPTPPRPIYNRN - 3’
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Figure 22 - Stratégie d'ITC par compétition

La pyrrhocoricine a été déterminée comme étant le meilleur compétiteur en se
basant sur plusieurs critéres (affinité, AH) et notamment le fait que, contrairement a
certains peptides, sa concentration peut étre correctement estimée car elle possede
deux arginines. De plus, la pyrrhocoricine valide tous les criteres faisant un bon

compétiteur :

- Elle interagit avec le la méme région du ribosome que les macrolides
- Son mode d’interaction est différent, il est fortement guidé par I'enthalpie
et non l'entropie

- Son affinité pour le ribosome est significativement plus faible.

D’apres les expériences réalisées par Emma Schenckbecher, la température
référence d’expérience est fixée a 30 °C. C'est a cette température que le rapport

meilleur rapport signal/bruit est observé.

1.2, Compétition pyrrhocoricine-macrolides pour
des ribosomes ESKAPE

A la suite des travaux ’Emma Schenckbecher, j'ai donc réalisé des expériences
de compétition par ITC avec la pyrrhocoricine et différents macrolides pour étudier
l'interaction avec des ribosomes de P. aeruginosa, K. pneumoniae et E. cloacae (Figure
23).

Premiérement, nous analyserons les profils obtenus pour l'interaction de ces
différents ribosomes avec la pyrrhocoricine seule. Le modeéle utilisé pour ajuster la

courbe d’interaction de la pyrrhocoricine seule est un modéle a un site. Cela signifie
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qu’'on n‘observe pas plusieurs sites de fixation avec des affinités différentes. Les pics
positifs observés a la fin de la titration sont dus a la dilution du ribosome lorsque seul
du tampon est ajouté. La concentration élevée du ribosome géneére ces pics de dilution
(Figure 23A).

Pour les trois souches étudiées, le profil thermodynamique de I'interaction avec
la pyrrhocoricine présente une valeur d’entropie (-TAS) défavorable a la réaction
(Figure 23B), car de signe positif, donc ne participant pas a la diminution de I'énergie
libre (AG). Au contraire la valeur d’enthalpie (AH), qui est largement négative,
participe favorablement a la diminution de I'énergie nécessaire au déroulement de
l'interaction. Cela signifie que la formation de liaisons entre le peptide et le ribosome
influence favorablement I'interaction, tandis que le désordre créé influe négativement.

Les deux termes se compensent, permettant l'interaction.

Deuxiemement, nous analyserons les profils obtenus pour l'interaction des
différents ribosomes liés a la pyrrhocoricine (PYR) seule avec un macrolide. Les profils
thermodynamiques correspondant a I'érythromycine (ERY) ou I'azithromycine (AZI)
représentés en Figure 23B sont obtenus apres la deuxieme titration de compétition. Les
parametres a I'interaction du ribosome avec ERY ou AZI sont calculés par soustraction
des parametres d'interaction de PYR seule aux parametres d’interaction du macrolide
avec le complexe ribosome-PYR. Le modéle utilisé pour ajuster la courbe
correspondant a la fixation du macrolide sur le complexe ribosome-PYR est également
un modele a un site. Les parametres propres a I'érythromycine ou I'azithromycine sont
calculés automatiquement en utilisant I'option « Competitive Model » du logiciel
d’analyses MicroCal PEAQ-ITC (Malvern Panalytical).

Dans le cas de l'interaction avec ERY, on observe que la réaction est cette fois-
ci favorisée par la valeur d’entropie (-TAS) qui est en moyenne plus négative que la
valeur d’enthalpie (AH). Au contraire, dans le cas de I'interaction avec AZI, on observe
une plus grande variation entre les profils d’interaction de l'azithromycine avec les
ribosomes de Pseudomonas aeruginosa (Pae) et Klebsiella pneumoniae (Kpn),
I'entropie ne semble pas étre le terme favorisant la réaction dans le cas de Kpn. Les
expériences devraient étre répétées pour obtenir des valeurs statistiquement

représentatives (valeurs en Annexe 4).
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Figure 23 - ITC de compétition macrolides-ESKAPE. (A) Exemple d'isotherme d'interaction obtenu pour
I'interaction du ribosome de Pseudomonas aeruginosa avec la pyrrhocoricine (a gauche) et du ribosome de
Pae lié a la pyrrhocoricine (PYR) avec I'érythromycine (ERY) (a droite). Les parameétres indiqués correspondent
a l'interaction de PYR seule ou du macrolide seul. (B) Signatures énergétiques des ITC de compétition
macrolides-ESKAPE. Valeurs des paramétres thermodynamiques en kcal.mol™ pour chaque souche testée :
Pseudomonas aeruginosa (Pae), Klebsiella pneumoniae (Kpn) et Enterobacter cloacae (Ecl).

Nous nous concentrons désormais sur les affinités observées dans ces
expériences d'interaction avec les ribosomes de P.aeruginosa, K. pneumoniae,
E. cloacae. La comparaison des constantes de dissociation (Kp) permet de confirmer
que les peptides antimicrobiens sont des ligands de plus faible affinité pour le

ribosome par rapport aux macrolides et ce, quelle que soit la souche étudiée.

L’affinité de la pyrrhocoricine pour les ribosomes est dans I'ordre de plusieurs
dizaines de nanomolaires, tandis que l'affinité des macrolides est de l'ordre du
nanomolaire ou sub-nanomolaire (Figure 24). Les Kp de linteraction de la

pyrrhocoricine avec les ribosomes de Pae, Kpn et Ecl ont une valeur moyenne de 53,
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59 et 164 nM, respectivement. Tandis que, les Kp de l'interaction de I'érythromycine
avec les ribosomes de Pae, Kpn et Ecl ont une valeur moyenne de 6, 7 et 3nM,
respectivement. Les Ky de I'interaction de I'azithromycine avec les ribosomes de Pae
et Kpn ont une valeur moyenne de 4 et 0,6 nM, respectivement (Annexe 4). Ces résultats

confirment qu'il est possible d’exploiter la stratégie de compétition sur tout type de

souche.
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Figure 24 - Affinités des interactions de macrolides avec des ribosomes ESKAPE. Les valeurs des
constantes de dissociation (K,) en nM sont représentées pour chaque souche testée
Pseudomonas aeruginosa (Pae), Klebsiella pneumoniae (Kpn) et Enterobacter cloacae (Ecl).

De maniere globale, les parameétres thermodynamiques obtenus avec les
différents ribosomes sont dans le méme ordre de grandeur que ceux obtenus
précédemment lors d’expériences d'ITC avec des ribosomes d’E. coli (MRE600). Cette
observation pouvait étre attendue car les résidus formant le site d’interaction des
macrolides sont conservés au sein de ces différentes souches. Ces souches sont toutes
des bactéries a Gram négatif qui présentent une résistance naturelle aux macrolides
du fait de la composition de leur membrane cellulaire externe. En effet, la couche de
la membrane des bactéries a Gram négatif est composée de phospholipides organisés
en bicouche et est donc imperméable aux macrolides qui sont des molécules assez
hydrophobes. La perspective majeure de cette étude serait de pouvoir analyser par ITC
l'interaction des macrolides avec une souche possédant une résistance connue aux
macrolides. Afin de pouvoir observer 'impact d'une résistance sur les parametres

d’interaction des macrolides avec les ribosomes, cette derniére devrait étre connue et
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localisée sur le ribosome (cf.1.B.2.4.2, page 29). De cette maniére, il serait possible
d’observer des différences de profil thermodynamique et d’affinité entre une souche

sauvage et mutée au niveau du ribosome.

1.3. Etude des modifications au site d’interaction
cdes macrolides

Un autre aspect de mon projet de thése consiste a étudier les modifications de
I’ARN au niveau des sites d'interaction des antibiotiques testés. Le but était de mettre
en évidence les modifications pour étudier si leur présence et différence peut influer

sur I'interaction de I'antibiotique.

J'ai donc mis au point un protocole pour étudier les modifications au niveau du
site d'interaction des macrolides sur '’ARNr 23 S. Le principe est de cibler des fragments
spécifiques de la séquence des ARN ribosomaux en utilisant des oligonucléotides
biotinylés complémentaires aux séquences d'intérét. Dans ce cas, les séquences
d’'intéréts se situent sur le domaine V de 'ARNr 23 S dans la zone correspondant au

centre peptidyle-transférase.

Les ARN ribosomaux sont isolés des protéines ribosomales par un traitement a
la protéase K. Les oligonucléotides sont hybridés aux ARNr puis un traitement a la
RNase Ti1 est effectué pour dégrader spécifiquement les fragments de 'ARNr non
appariés. Ensuite, les hybrides oligonucléotide/ARN sont purifiés sur colonnes de
streptavidine. La finalité est d’analyser les fragments d’ARNr sélectionnés par

spectrométrie de masse (Figure 25).

Différentes conditions d’hybridation ont été testées avec quatre
oligonucléotides d’environ 20 nucléotides complémentaires a des séquences de 'ARNr
23 S au niveau du PTC (Peptidyl-Transferase Center) (Annexe 5). Dans un premier
temps, des tests ont été réalisés avec des oligonucléotides fluorescents pour
déterminer si I'étape d’hybridation était réalisable au vu de la grande taille et la
structure relativement complexe des ARN ribosomaux. De plus les conditions
d’hybridation ont été optimisées. Des tests avec 'ajout de différentes concentrations
en magnésium et urée afin de favoriser la dénaturation de la structure de 'ARNr ont
été réalisés. De plus, les ribosomes de P. aeruginosa ont été dissociés pour diminuer la
quantité d’ARNr présent dans I'échantillon lors de l'hybridation. J'ai ainsi pu
déterminer les conditions permettant d’hybrider les oligonucléotides sur I’ARNTr cible

(Annexe 6).
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Figure 25 - Stratégie pour la mise en évidence de modifications sur I'ARNr.

Il a été établit que l'absence de magnésium favorise I'hybridation des
oligonucléotides sur ' ARNr mais que la présence d'urée n’apporte aucun bénéfice a
I'hybridation.

Ces tests ont permis de réaliser I'expérience avec des oligonucléotides
biotinylés, permettant l'isolation des hybrides entre les oligonucléotides et les
séquences d’ARN ribosomaux cibles. J’ai pu mettre en évidence l'isolation d'un
fragment hybride apres 1'élution des fragments isolés sur des billes de streptavidine
(Figure 26). La stratégie doit étre optimisée pour obtenir de plus grands rendements,
trop peu d’ARN pouvant étre isolé a ce stade ce qui ne permet pas encore d’en étudier

les modifications par spectrométrie de masse.
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fragment
hybride

Figure 26 - Hybride entre un oligonucléotide biotinylés et un fragment d’ARNr. Gel acrylamide 12 %,
7 M urée. Tous les échantillons subissent le protocole d’hybridation puis élués avec des billes de streptavidine.
23 S = ARNr seul. Oligo = oligonucléotide Pae 1 seul. 23 S + oligo / T1 = hybride Pae 1 et ARNr 23 S traités a la
RNase T1.23 S/T1 = ARNr 23 S seul traité a la RNase T1.

2. Etude de la co-fixation de la pyrrhocoricine et
d'un macrolide dans le ribosome par Cryo-
microscopie électronique

2.1. Motivations

Les expériences d'ITC par compétition réalisées ci-dessus sont basées sur le fait
que les macrolides sont capables de déplacer totalement la pyrrhocoricine du site

d’interaction au niveau du tunnel de sortie.
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Cependant, apres analyse approfondie des expériences de compétition par ITC
réalisées notamment par Emma Schenckbecher, il a été mis en évidence I'anomalie
suivante : les parametres thermodynamiques de l'interaction du macrolide avec le
ribosome lié au PrAMP ne correspondent pas a ceux obtenus pour l'interaction du
macrolide avec le ribosome seul. En effet, les valeurs d’enthalpie (AH) obtenues apres
soustraction des parameétres d’interaction du PrAMP sont différentes de celles
obtenues lors d’expériences d'ITC avec un macrolide seul. Cette différence suggere que

la pyrrhocoricine ne serait pas totalement déplacée par le macrolide.
Partant de cette observation, trois hypothéses se présentent :

- Une partie des molécules de pyrrhocoricine fixées aux ribosomes n’est pas

déplacée par les macrolides

- Les macrolides sont capables de déplacer la pyrrhocoricine dans le tunnel
de sortie, mais pas totalement, les deux molécules resteraient alors liées en

méme temps au sein d'un méme ribosome
- Le macrolide se fixe sur un site différent en présence du peptide.

Afin d’étudier ces deux hypothéses, un complexe fut isolé a la suite d’'une
expérience de compétition par ITC entre la pyrrhocoricine et I'érythromycine avec le
ribosome d’E. coli (MRE600) (Annexe 7). Le but étant d’observer si les deux composés
peuvent cohabiter dans le tunnel de sortie du ribosome ou si le macrolide, ayant une
affinité plus forte, permet la dissociation totale du peptide antimicrobien fixé en
premier. Ce complexe isolé a été déposé sur grille de cryo-microscopie électronique
(cryo-EM) et les images du complexe ont été collectées avec un microscope Titan
Krios™ en collaboration avec le Dr. Jérome Basquin (Max Planck Institute for
Biochemistry, Martinsried). Par la suite, j’ai pu effectuer un échange au sein du
laboratoire du Pr. Reynald Gillet & Rennes (IGDR - UMR 6290 - CNRS - Equipe :
Ribosomes, Bactéries et Stress), sous la supervision du Dr. Emmanuel Giudice afin de

traiter ces données.

2.2, Analyse desimages obtenues par cryo-EM

L’analyse préliminaire des données a été réalisée avec le logiciel cryoSPARC™ et
l'affinement de la reconstruction 3D a été fait avec RELION. L’utilisation de
cryoSPARC™ permet de rapidement sélectionner les particules sur les images et de les
classer en 2D. Apres plusieurs cycles de classification et de sélection des classes de

particules exploitables, un modele en 3D « ab initio » est généré a une résolution de
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3,27 A. Cela permet donc d’obtenir rapidement une reconstruction 3D pour évaluer la
qualité de I'acquisition. Il sera par la suite utilisé dans RELION en tant que modeéle pour
la classification 3D. Ce qui a pu étre mis en évidence rapidement des I'obtention de ce
modele est le fait que le ribosome ne comporte pas d’ARN de transfert ni ’ARN
messager (Figure 27). Il est donc considéré comme « vide » car I'espace entre les deux
sous-unités n’est pas encombré. Par conséquent, cela définit un contexte particulier
influant l'interprétation des résultats suivants car les possibilités d’interaction des
différentes molécules seraient différentes en présence d'un ribosome en cours de

traduction par exemple.

Le modele 3D obtenu a l'aide de cryoSPARC™ permet d’observer, en plus du
ribosome, une densité localisée au niveau du site d’interaction des macrolides et une

densité supplémentaire, plus allongée, proche de la premiére (Figure 28).

Dans RELION, les particules ont pu étre classées en fonction de leur structure
en 3D. La classification 3D a permis de s’affranchir des particules « poubelles » et d'une
minorité de particules de 50 S seul afin de ne conserver que les particules de ribosomes
70 S. Le but étant d’améliorer la résolution de la reconstruction 3D du 70S. Les
particules de 70 S sélectionnées ont été soumises a un affinement multicorps afin
d’affiner séparément le 50 S, la téte du 30 S et le corps du 30 S. Le but est de pouvoir
affiner la résolution du complexe en se focalisant sur des parties distinctes du ribosome

(Figure 29).

Une classification 3D focalisée sur la sous-unité 50S des particules de
ribosomes et avec un masque sphérique localisé sur la pyrrhocoricine a été réalisée.
Sur quatre classes, deux en ressortent, une avec environ 30 ooo particules et l'autre
avec environ 180 0oo particules, mais dans ces deux classes, aucune différence majeure
au niveau du site d’interaction du macrolide/peptide n’est observée (Figure 30). Le fait
de ne pas isoler de classes comportant, par exemple, uniquement la densité
correspondant au macrolide signifie que les deux densités observées sont
probablement retrouvées au sein d'un méme ribosome et ne sont pas la moyenne de

deux ou trois sous-populations de ribosomes distinctes :
- Une population comportant uniquement le macrolide
- Une population ne comportant que la pyrrhocoricine

- Une population comportant les deux composés.
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Figure 27 - Modéle «ab initio» du 70S d'E. coli obtenu avec cryoSPARC™. Surface du modéle
représentée en rose. Structure du ribosome bactérien (E. coli, PDB : 7K00, Watson et al. 2020) ajusté a la carte
3D. Le 30 S est représenté en jaune et le 50 S en gris.

Tunnel
de sortie

densité
. ERY

Figure 28 - Densités observées au site d'interaction dans le tunnel de sortie du ribosome. Le 70 S
entier et en coupe sont représentés au-dessus. La position des densités est indiquée sur le 70 S. En dessous :
zoom sur les densités observées au sein du site d'interaction des macrolides, la densité de droite
correspondant trés probablement a I'érythromycine, la densité a gauche de la premiére est moins résolue
mais pourrait correspondre a la pyrrhocoricine.
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Figure 29 - Démarche d'analyses des images de cryo-EM du complexe entre le ribosome E. coli et
les antibiotiques pyrrhocoricine et érythromycine. La reconstruction 3D obtenue avec cryoSPARC et
affinée avec RELION est & une résolution de 3,27 A.

Globalement, aucune différence notable au niveau des densités au site
d’interaction dans le tunnel de sortie n’est identifiable entre la carte de densité
obtenue pour le 50 S aprés l'affinement multicorps (50 S & 2,3 A, Figure 29) et la carte

obtenue aprés classification 3D avec un masque sphérique (70 S a 2,5 A, Figure 30).

Un modéle de ribosome (PDB : 7koo), de I'érythromycine et d’'une partie de la
pyrrhocoricine ont été ajustés dans la carte de densité du 50 S. Les densités observées
au niveau du site d’interaction dans le tunnel de sortie du 50S correspondent
parfaitement dans le cas du macrolide (Figure 31). Pour la pyrrhocoricine, plusieurs

hypothéses s'opposent et sont discuter dans la partie suivante.
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Figure 30 - Affinement a l'aide de masques focalisés sur la densité correspondant a

I'érythromycine et une partie de la pyrrhocoricine.

Figure 31 - Carte de densité et reconstruction du 50S, I'érythromycine et une partie de la
pyrrhocoricine
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2.3. Interprétation des résultats et hypothéses

Les résultats observés indiquent une co-fixation probable des deux
antimicrobiens puisqu'on observe une densité suffisamment résolue pour affirmer
qu’elle correspond au macrolide ainsi qu'une densité résiduelle proche de la premiere
qui correspond a une partie de la pyrrhocoricine. La taille et la forme de cette densité
résiduelle permet d’accommoder environ dix résidus du peptide. La question majeure

est de savoir si cette densité résiduelle correspond :

- Auxrésidus1 a 10 de la pyrrhocoricine (N-terminal), c’est-a-dire a la méme
position que dans la structure avec le peptide seul, ce qui sous-entend que
le macrolide peut s’'accommoder au niveau de son site d’interaction en

poussant le peptide mais sans le déplacer

- Auxrésidus 12 a 20 du pyrrhocoricine (C-terminal), donc dans une position
décalée induite par le macrolide, ce qui signifie que le macrolide aurait
provoqué le déplacement de la pyrrhocoricine dans le tunnel vers l'interface

entre le 50 S et le 30 S (entrée du tunnel) (Figure 32)

- Al'une oul'autre des parties de la pyrrhocoricine qui aurait été totalement
éjectée du ribosome par le macrolide puis se serait fixé a nouveau dans

I'espace restant.

Afin d’adhérer a I'une de ces hypotheses, nous allons comparer la position des

acides aminés de la pyrrhocoricine avec les densités observées.

Premierement, il est possible de positionner dans la densité les résidus 12 a 20
a la place des résidus 1 a 10 observés dans la structure avec la pyrrhocoricine seule
(Gagnon et al. 2016, Seefeldt et al. 2016). Les deux parties de la pyrrhocoricine
possedent des acides aminés se ressemblant, il serait également possible de
positionner les résidus dans la méme position que lorsque la pyrrhocoricine seule est

liée au ribosome.

99



Chapitre Iv H Résultats et discussion

résidus ARNr
50S non déplacés

résidus 1-10 * pas de densité
u tunnel (PET)

flexibles ? observée

10

sortie

entrée

1 ﬁ MD densités observées

v ¥

déplacement de PYR accommodation de
induit par ERY PYR autour de ERY
hypothése 1 hypothése 2

Figure 32 - Hypothéses de déplacement ou accommodation de la pyrrhocoricine en présence du
macrolide.

Dans le cas ou les résidus 12 a 20 sont reconstruits dans la densité et en
comparaison avec le cas ou les résidus 1 a 10 sont dans leur position habituelle (Figure

33), on observe que :

- La Tyr 6 est remplacée par la Tyr17, et une densité correspondant a une

tyrosine est observée a cette position

- La Lys 3 est remplacée par I'Arg 14, les deux résidus possédant une longue
chaine latérale, il est difficile de trancher favorablement pour l'un plutot
que pour l'autre, d’autant que la densité observée au niveau de la chaine

latérale est faible
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Figure 33 - Comparaison des résidus de la pyrrhocoricine dans les densités observées en fonction
du fragment positionné.

- L’Argig est a la place de la Pro 8 qui habituellement s’'empile avec la base
U2585 (numeérotation E. coli), a cette position on peut observer une densité
ne correspondant pas a ’ARNr qui pourrait correspondre a la chaine latérale

de l'arginine qui s'empilerait sur la base A2062 de 'ARNr

- La Gly 4 est remplacée par la Pro 15, mais a cette position on n’observe
aucune densité, ce qui serait plutot en faveur de la présence d’'une glycine

plutdt qu'une proline.

Deuxiémement, le fait qu'aucune densité ne puisse étre observée apres le
macrolide, vers la sortie du tunnel, appuie '’hypothese d’'un déplacement ou que le
peptide n’établit d’interaction stables avec le tunnel au niveau C-terminal en présence
d’érythromycine. La densité dans laquelle est accommodée la structure du macrolide
ne laisse pas de place au passage potentiel du peptide. La position des résidus de ' ARNr
autour du site d’interaction du macrolide ne varie pas en comparaison avec la structure
d’un ribosome d’E. colilié a I'érythromycine (PDB = 7NSP, Beckert et al. 2021).

Une subtilité sur le déroulé du déplacement pourrait étre ajoutée a ces
hypotheéses. En effet, la pyrrhocoricine a pu étre totalement déplacée par le macrolide,
puis le peptide s'accommode a nouveau dans l'espace restant. Afin d’écarter cette
hypothese, une expérience d'ITC dans laquelle la compétition est réalisée en inversant

l'injection des ligands est réalisée. La titration du macrolide se déroule d’abord, le
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complexe est conservé dans la cellule échantillon et la pyrrhocoricine est ajoutée lors
d'une deuxieme titration. Aucune fixation n’a été observée lors de la deuxiéme
titration (Annexe 8). Cela signifie que la pyrrhocoricine n'est pas capable de

s'accommoder dans un ribosome ou le macrolide a été fixé préalablement.

2.4. Conclusions sur la co-fixation d'un peptide et
d’un macrolide dans le tunnel de sortie

En conclusion, la liaison de I'érythromycine a son site de fixation dans le tunnel

du ribosome en présence de la pyrrhocoricine est certaine.

En revanche, comprendre a quelle partie de la pyrrhocoricine correspond la
densité observée dans le tunnel reste discutable. Il est difficile de valider I'une ou
I'autre des hypothéses sur le mécanisme de déplacement de la pyrrhocoricine par le
macrolide. En effet les arguments pour I'une ou l'autre des hypotheses concernant
I'accommodation des acides aminés dans la densité observée sont partagés. De plus, le
fait de ne pas observer de densité ni au niveau de I'entrée du tunnel, dans I'espace inter-
sous-unités, ni au niveau de la sortie du tunnel ne favorise aucun des hypothéses. Bien
qu'il soit peu concevable que la pyrrhocoricine puisse contourner I'érythromycine,
I'espace restant semblant trop limité, il n’est pas possible de trancher en se basant

uniquement sur ces arguments.

Afin d’aborder ces deux hypothéses sous un autre angle, il serait intéressant
d’effectuer des expériences d'ITC par compétition avec des peptides synthétiques
comportant uniquement les résidus 1 a 10 ou 10 a 20 de la pyrrhocoricine. En effet, ces
expériences permettraient de mettre en évidence, premiérement, siles deux fragments
de pyrrhocoricine sont capables de se fixer en présence dun macrolide.
Deuxiemement, on pourrait estimer si I'un ou I'autre des fragments de pyrrhocoricine
a une affinité plus élevée pour le ribosome. Les expériences de compétition pourraient
étre réalisées dans les deux sens, c’est-a-dire en injectant premierement le fragment de
peptide puis le macrolide, ou inversement. Ainsi, nous pourrions mettre en évidence
si les fragments de peptide peuvent s'accommoder en présence d’'un macrolide. Nous
pourrions également observer si la valeur d’enthalpie mesurée pour la fixation d’'un
macrolide seul correspond a la valeur d’enthalpie calculée apres compétition avec I'un
ou l'autre des fragments. Cependant, ces expériences dépendent de l'affinité des

peptides tronqués, dont l'interaction pourrait étre diminuée voir abolie.

102



Chapitre IV H Résultats et discussion

Néanmoins, cette observation ouvre des perspectives telles que la création
d’'une molécule hybride entre un macrolide et un peptide. Une telle molécule pourrait
avoir une affinité plus forte et un pouvoir d’inhibition de la traduction plus élevé. Pour
appuyer cette idée, il serait nécessaire d’étudier la fixation d'un peptide et d'un

macrolide avec le ribosome dans un contexte traductionnel.
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B. Etudes des paramétres d'interaction des
aminoglycosides avec le ribosome

Comme décrit en introduction, les aminoglycosides sont une ancienne classe
d’antibiotiques sujets d'un nouvel intérét car bien que générant des effets secondaires
importants, ils sont efficaces contre de nombreuses infections. Afin d’améliorer
lefficacité et/ou de diminuer leurs effets secondaires, la modification
d’aminoglycosides existants est une approche utilisée pour créer de nouveaux

antibiotiques qui pourraient étre facilement intégrer sur le marché.

Cest sur cette thématique que porte cette partie du projet. Plus
particuliérement, cette partie porte sur l'étude de l'interaction de dérivés de la
néomycine. Les dérivés ont été produits par Pr. Jean-Marc Weibel du Laboratoire de

Synthese, Réactivité Organiques et Catalyse de I'Université de Strasbourg.

Ce sont des composés issus de la néomycine modifiée a la position 5” du cycle
IIT uniquement ou modifiée a la position 5” et a la position 6’ du cycle I (Figure 34). La
néomycine est 'aminoglycoside avec le plus de charges positives a pH physiologique.
Les modifications présentent des caractéristiques différentes au niveau du nombre et

du type de charges, de 'encombrement stérique et de leur longueur.

La position 6’ est un groupe amine dans la structure de la néomycine et établit
des liaisons hydrogenes avec le résidu A1408 de 'ARNr 16 S et une molécule d’eau
(Frangois et al. 2005). Le résidu 1408 de 'ARNr (numérotation E. coli) participe a la
sélectivité des aminoglycosides pour le site A bactérien, ce résidu étant un G dans
I’ARNr eucaryote cytoplasmique. La position 5” est un groupe hydroxyle dans la
structure de la néomycine et établit des liaisons hydrogenes avec le résidu Gi491 de
I’ARNr 16 S et avec I'amine en position 2’ du cycle I de la néomycine (Francois et al.
2005). La modification de ces positions pourrait donc influer sur le mécanisme

d’interaction entre 'aminoglycoside et le site A.
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disubstitués aux positions 5" et 6’ du squelette de la Néomycine.
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1. Limitesdel'étude des paramétres
thermodynamicques de l'interaction des
aminoglycosides avec le ribosome entier

Les aminoglycosides sont des antibiotiques majoritairement chargés
positivement. L'étude des parametres thermodynamiques d’'une interaction avec le
ribosome est contrainte par le fait que les aminoglycosides sont chargés positivement
alors que le ribosome, composé en majorité d’ARN, présente de nombreuses charges
négatives. De ce fait, les aminoglycosides interagissent fortement de maniére
aspécifique avec 'ARNr du ribosome, ce qui biaise l'acquisition de données
thermodynamiques correspondant au site d’interaction spécifique. J'ai réalisé des
tests dans le but de limiter I'impact de ces sites aspécifiques sur I'acquisition de
données en microcalorimétrie. Ces tests consistent a faire varier le tampon utilisé pour
I'ITC, en faisant varier le pH ou la concentration en sels, ou a faire interagir le ribosome
avec un compétiteur largement chargé positivement, ce qui permettrait de saturer les
charges négatives du ribosome. De plus, certains tests ont été réalisés avec la sous-
unité 30S du ribosome d’E.coli dissocié (Figure 35A) car les aminoglycosides

interagissent majoritairement avec des résidus de 'ARNr 16 S (Annexe 9).

La premiere approche consiste a modifier le tampon utilisé pour les
expériences d'ITC, de maniere a diminuer la charge globale négative du ribosome. Le
tampon utilisé pour étudier des interactions avec le ribosome est le suivant : 50 mM
MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl,, 3 M NH,Cl,1 mM DTT, 5 % glycérol, 30 mM KCl. Ce tampon
est optimal pour maintenir le ribosome dans des conditions stables tout au long de la

titration.

Premierement, j'ai réalisé des tests d’interaction de la néomycine avec un
tampon composé de MOPS a pH 7.0 pour observer si un pH neutre diminue le nombre
de sites aspécifiques. Ensuite, j'ai utilisé un tampon avec une concentration de KCl a
6o mM au lieu de 30 mM afin d’augmenter I'écrantage des sites aspécifiques (Figure
35¢). Les expériences d'ITC avec un tampon modifié n’ont pas apporté de changement
dans les résultats observés. Les profils observés ne montrent pas de tendance
caractéristique, signifiant que les interactions de l'antibiotique avec la surface

résiduelle du 70 S masquent toujours l'interaction spécifique (Figure 35).

La deuxieme approche consiste a saturer les charges négatives de '’ARN

ribosomal avec un composé fortement chargé positivement. Les composés envisagés
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sont la streptomycine et la spermine. La streptomycine est un aminoglycoside et la

spermine est un composé polyamine.

Les expériences consistaient en la titration d'une polyamine pour saturer les
sites de fixation aspécifiques, suivie de la titration de la néomycine sur le 30 S en

interaction avec la premiére polyamine (Figure 35B).
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Figure 35 - Titration isotherme par calorimétrie d'un aminoglycoside avec le ribosome. (A)
Thermogrammes et isothermes d'interaction d’aminoglycosides avec la sous-unité 30 S du ribosome d'E. coli.
(B) Thermogrammes et isothermes d'interaction de compétition pour le 30S entre une polyamine et la
néomycine. (C) Thermogrammes et isothermes d'interaction de la néomycine avec le ribosome entier d'E. coli
dans différents tampons. Tous les résultats sont normalisés par un contréle de titration de chaque dérivé dans
du tampon seul.

De plus, des tests avec une concentration élevée de néomycine, afin de parvenir
a la saturation du ribosome, et avec un tampon sans glycérol ont été réalisés (Annexe
9).
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Quelles que soient les conditions testées, aucun signal interprétable n’a pu étre
obtenu. Les thermogrammes présentés ci-dessus démontrent que la saturation du
ribosome ne peut pas étre atteinte. Cette absence de saturation empéche de
déterminer les parameétres thermodynamiques car aucune courbe significative ne peut
étre identifiée a partir de I'intégration des points du thermogramme. Les grands pics
observés sont caractéristiques de signal induit par une chaleur de dilution. Cette
chaleur générée tout au long de la titration, sans atteindre la saturation peut étre liée
a des associations et dissociations aspécifiques constantes entre le ribosome et

I'aminoglycoside.

Afin de surmonter ce probleme, jai adopté une stratégie qui consiste en
l'utilisation d'un oligonucléotide mimant le site dinteraction minimal des
aminoglycosides, le site A (Recht et al. 1996). Ce site d’interaction minimal sera utilisé
a la place du ribosome entier ou dissocié pour les mesures des parametres
thermodynamiques. Cette stratégie permet de diminuer drastiquement le nombre de

sites aspécifiques potentiels.

2. Etude des paramétres d'interaction de dérivés
de la néomycine avec le site A

2.1, Profils thermodynamiques

2.1.1. Profils thermodynamiques d'interaction avecle
site A bactérien

Un oligonucléotide mimant le site A bactérien a été synthétisé chimiquement
puis purifié sur colonne a échangeur d’ions par HPLC ou alternativement transcrit in
vitro avec la polymérase T7, puis purifié sur colonne échangeuse d’ions. La séquence
de cet oligonucléotide est telle qu'elle permet de reproduire la structure secondaire
correspondant une partie de 'hélice 44 de 'ARNr 16 S (Figure 36). Cette partie de 'hélice
comporte des résidus qui interagissent avec les aminoglycosides. Je nommerai par la
suite cet oligonucléotide « site A », méme si cette appellation est un raccourci, car
d’autres résidus de 'ARNr 16 S sont impliqués dans la formation du site A dans la

structure 3D du ribosome (page 33, Figure 12).
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Figure 36 - Oligonucléotides mimant les sites A. Les séquences des oligonucléotides permettent de
reproduire une partie de I'hélice 44, correspondant au site A de I'ARNr 16 S du ribosome bactérien (E. coli), de
I'ARNr 18 S du ribosome humain (H. sapiens) ou de I'ARNr 12 S du ribosome mitochondrial (H. sapiens).

Des expériences d'ITC ont donc été réalisées pour étudier l'interaction du site A
avec des aminoglycosides commercialisés, telle que la néomycine, en guise de
contrdle, et les dérivés chimiques de la néomycine produits par Pr. Jean-Marc Weibel
(Annexe 10). L'oligonucléotide est restructuré in vitro pour favoriser la formation de la
tige boucle et reproduire le site A. Il est ensuite placé dans la cellule échantillon de
I'appareil d'ITC et I'antibiotique est placé dans la seringue pour étre titré au cours du
temps.

Le but est d’identifier un composé qui pourrait avoir une affinité pour le site A
bactérien meilleure que le parent néomycine et d'observer si les parametres

thermodynamiques de I'interaction varient en fonction de la modification du dérivé.

Les profils thermodynamiques de I'interaction de lanéomycine et de ses dérivés
avec le site A bactérien présentent une signature globale semblable (Figure 37). En
analysant la distribution des valeurs de AH, -TAS et AG pour chaque dérivé en

interaction avec le site A bactérien, on observe que :

- Lavaleur de AH est toujours négative, donc exothermique, montrant I'effet

favorable de I'enthalpie

- La valeur de -TAS est toujours positive, donc endothermique, montrant
l'effet défavorable de I'entropie

- La valeur de AG reste dans le méme ordre de grandeur pour toutes les

titrations.
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Figure 37 - Représentations de la distribution des profils thermodynamiques pour tous les dérivés
de la néomycine en interaction avec le site A bactérien. Les valeurs moyennes de AH, -TAS et AG pour
chaque dérivé (Néomycine, HLO72, TG196, HLO94, HLO84, HLO90, HL168, HL169, HL170, HL171, HL172, HL173,
HL174, HL175, HL176, HL300) sont représentées pour mettre en valeur la dispersion. Les points correspondant
a la néomycine (Néo) et aux dérivés avec les valeurs les plus éloignées de la moyenne sont indiqués. Tous les
résultats sont normalisés par un contréle de titration de chaque dérivé dans du tampon seul.

Le fait que I'enthalpie soit le terme qui dirige favorablement et, au contraire,
I'entropie, qui est un terme relié au désordre des molécules soit défavorable a la
réaction met en évidence l'importance de la formation de liaisons hydrogénes et
ioniques entre le composé et le site A. Au contraire, I'entropie, qui est un terme relié
au désordre des molécules, est défavorable a la réaction. Une modification d’une
position impliquée dans la formation de liaisons devrait donc impacter la valeur du
AH et par conséquent la dispersion des valeurs AH, -TAS et AG en fonction de chaque

dérivé. Or, la dispersion est relativement faible (Figure 37).

L’interaction est alors probablement favorisée par le corps de la structure du
composé, commun a tous les dérivés et a la néomycine. Le choix d'utiliser le critere de
l'affinité pour distinguer des dérivés plus intéressants que les autres est donc basé sur
'observation d'une signature de profil dynamique propre a la structure parente de la

néomycine.
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2.1.2. Profils thermodynamiques d'interaction avec
les sites A eucaryotes

Un aspect important de I'efficacité des aminoglycosides et de leur amélioration
potentielle est liée a leur spécificité. Comme décrit précédemment, le plus gros
inconvénient de ces antibiotiques est leur forte ototoxicité et néphrotoxicité. Ces effets
secondaires étant liés notamment a la spécificité relativement faible des
aminoglycosides qui sont capables d’'interagir avec les sites A des ribosomes humains

cytoplasmique et mitochondrial.

Il est donc question ici de rechercher si la spécificité des aminoglycosides peut
étre modifiée pour augmenter la sélectivité au niveau de la cible malgré les contraintes

imposées par la conservation élevée du site d'interaction des aminoglycosides.

Afin de tester la spécificité des dérivés pour le site A bactérien, les sites A
humain cytoplasmique, mitochondrial et une séquence mutante du site A humain
mitochondrial ont également été transcrit et purifié sur colonne échangeuse d’ions
(Figure 36). En effet, il est reconnu qu'une certaine mutation portée par le site A
mitochondrial (A1555G) favorise I'apparition d’effets secondaires dus a un traitement
aux aminoglycosides (cf. 1.B.3.5.3). Des expériences d'ITC ont été réalisées pour
comparer l'interaction de ces différents sites A avec les dérivés de néomycine (Annexe

11, Annexe 12, Annexe 13).

Les profils thermodynamiques de I'interaction de lanéomycine et de ses dérivés
avec les sites A humains cytoplasmique, mitochondriaux sauvage (WT) et mutant
(A1555G) présentent également une signature globale semblable (Figure 38).
L’enthalpie (AH) est le terme favorable a I'interaction et I'entropie (-TAS) est le terme
défavorable. La valeur de AG est dans le méme ordre de grandeur et trés peu dispersée

en fonction du site A ou des dérivés testés.
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Figure 38 - Représentation de la distribution des profils thermodynamiques pour tous les dérivés
de la néomycine en interaction avec les sites A humains cytoplasmique, mitochondrial et
mitochondrial mutant. Humain cyto = Site A humain cytoplasmique. Humain mito = Site A humain
mitochondrial WT. Humain mito A1555G = Site A humain mitochondrial mutant A1555G (numérotation ARNr
12 S, H. sapiens). Les valeurs moyennes de AH, -TAS et AG pour chaque dérivé (Néomycine, HLO72, TG196,
HLO94, HLO84, HL090, HL168, HL169, HL170, HL171, HL172, HL173, HL174, HL175, HL176, HL300) sont
représentées pour mettre en valeur la dispersion. Les points correspondant a la néomycine (Néo) et aux
dérivés avec les valeurs les plus éloignées de la moyenne sont indiqués. Tous les résultats sont normalisés par
un contrdle de titration de chaque dérivé dans du tampon seul.

2.2, Sélectivité des dérivés

2.2.1, Affinités d'interaction avec le site A
bactérien

Lesvaleurs des parameétres thermodynamiques sont obtenues apres ajustement
d’'une courbe par rapports aux données de titration, réalisée a I'aide du logiciel PEAQ-
ITC de Malvern. Le logiciel permet de choisir le modele avec lequel la courbe est

ajustée aux données.

Dans la plupart des expériences d’'interaction d'un dérivé de la néomycine avec

le site A bactérien, le modéle utilisé est un modele a deux sites, ce qui signifie que les
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pics correspondent a la fixation d’un ligand sur un site a haute affinité (spécifique) et

d’un second sur un site de plus faible affinité (non spécifique) (Figure 39).
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Figure 39 - Thermogrammes et isothermes d'interaction de dérivés de néomycine avec le site A
bactérien. (A) Titration du site A bactérien avec la néomycine. La courbe est ajustée avec un modéle & deux
sites. (B) Titration du site A bactérien avec le dérivé TG196. La courbe est ajustée avec un modeéle a deux sites.
(C) Titration du site A bactérien avec le dérivé HL169. La courbe est ajustée avec un modéle a un site.

Mais certains dérivés comme HL168, HL169, HL172, HL173, HL174 et HL175, les
pics de titration ne peuvent pas étre adaptés a un modele a deux sites. Les valeurs sont
alors adaptées avec un modele a un site de fixation (Figure 39¢) et les valeurs de K sont
relativement élevées par rapport a la néomycine, indiquant une affinité pour le site A
bactérien plus faible (Figure 40). Cela signifie que ces dérivés ne possedent qu'un seul
site de fixation de faible affinité ou plusieurs sites avec des affinités équivalentes et

relativement faibles.

Aucun des dérivés testés ne présente une constante de dissociation plus faible
que celle de la néomycine, le composé parent (Figure 40). Aucun des dérivés ne
présente donc de meilleure affinité que la néomycine. Les composés ayant des valeurs
d’affinité moyennes proches de celle de la néomycine sont HLo72, TG196, HLog4,
HL171, HL176 et HL300. Ces composés comportent les modifications suivantes (Figure
34):
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- HLo72 : monosubstitution du groupe hydroxyle par un butane en position

C-5”, ce qui induit la suppression d'une charge négative potentielle

- TG196 : monosubstitution du groupe hydroxyle par un groupement 1-
amino-2-phényléthane en position C-5”, ce qui induit un encombrement
stérique plus élevé a cause de la présence d'une chaine plus longue et du

phénol

- HLog4: monosubstitution du groupe hydroxyle par un groupement 1-
(méthylamino)éthane-2-ol en position C-5”, ce qui induit et un
encombrement stérique plus élevé généré par la présence d'une chaine plus

longue

- HLi71:disubstitué par un groupement 1,3-diaminopropane aux positions C-
5" et C-6', ce qui induit un encombrement stérique lié a une chaine plus
longue en position 6’ et 5”7, et une substitution d'une charge négative par

une charge positive en position 5”

- HL176: disubstitué par un groupement 1-(méthylamino)éthanol aux
positions C-5” et C-6, ce qui induit un encombrement stérique lié a une
chaine plus longue en position 6’ et 5”7, et une substitution d'une charge

positive par une charge négative en position 6’

- HL300 : monosubstitution du groupe hydroxyle par un 2-aminoéthane-1-
thiol en position C-5”, ce qui induit une substitution d’'une charge négative

par une charge positive en position 5”.

Certains composés ont donc des charges différentes de la néomycine, a des
positions variées. D’autres auraient un encombrement stérique potentiellement plus
élevé. La diversité des modifications des composés ayant des affinités proches de celle
de la néomycine ne permet pas d’établir une tendance de modifications améliorant

l'affinité pour le site A bactérien.
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Figure 40 - Affinités des dérivés de néomycine pour le site A bactérien. Les valeurs de constante de
dissociation (Kp) reflétent I'affinité des composés pour le site A, plus la valeur est faible, plus I'affinité est
forte. La ligne pointillée représente la valeur de K, pour la néomycine (Néo).

2.2.2. Affinités d'interaction avec les sites A
eucaryotes

Contrairement a la majorité des courbes ajustées pour le site A bactérien, les
données résultantes de I'interaction des dérivés avec les sites A eucaryotes sont toutes
ajustées avec un modele a un site de fixation qui semble mieux correspondre a la

situation au vu des données.

Il apparait que certains dérivés ont une affinité pour le site A bactérien
s'approchant de celle du parent néomycine et une affinité réduite pour les différents
sites A humains, comme la néomycine également (Figure 41). C’est le cas des dérivés
HLo72, TG196, HLog4, HL171 et HL300. Cependant, comme décrit précédemment, il est
difficile de définir un type ou une position de substitution influant sur l'interaction en

se basant sur ces résultats.

Les tests n'ont pas été effectués avec les composés HL172, HL173, HL174, HL175
et HL176, qui ne présentaient pas un avantage au niveau de l'affinité observée pour

linteraction avec le site A bactérien.
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Figure 41 - Affinités des dérivés de néomycine pour les sites A bactérien, humain cytoplasmique,
mitochondrial et mitochondrial mutant. Les valeurs de constante de dissociation (Ko) reflétent I'affinité
des composés pour le site A, plus la valeur est faible, plus I'affinité est forte. La ligne pointillée représente la

valeur de Ky pour la néomycine (Néo).

3. Etude du potentiel inhibiteur des dérivés

3.1. Tests d'inhibition de la traduction in vitro

Afin d’étudier le potentiel inhibiteur des dérivés dans un contexte plus grand
que le site A, le site d'interaction minimal, j'ai réalisé des tests d’inhibition de la
traduction in vitro. Pour cela, l'interaction des dérivés de la néomycine avec le
ribosome par le biais d’expériences de traduction in vitro d'un géne rapporteur en

présence ou non de différentes concentrations des dérivés a été effectuée.
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Figure 42 - Inhibition de la traduction in vitro par les dérivés de la néomycine. Courbes représentant
le pourcentage d'activité luciférase en présence du dérivé HLO72 (A), TG196 (B), HLO84 (C), HL094 (D), HL168
(E), HL169 (F), HL170 (G), HL171 (H) ou HL300 (1). L'activité luciférase est proportionnelle au taux de traduction
du gene de la luciférase.

Tous les dérivés testés sont capables d’inhiber la traduction in vitro car I'activité
luciférase diminue en présence de concentrations croissantes en dérivé de néomycine
(Figure 42). Les valeurs d’'IC50, représentant la concentration de dérivé nécessaire pour
obtenir 50% d’activité luciférase, donc 50% d’inhibition de la traduction, sont
indiquées dans le Tableau 2. Les expériences doivent étre répétées pour assurer une

fiabilité statistique.

Cependant, on peut observer que certains composés, pour lesquels les valeurs
de Kp obtenues en ITC étaient plus élevées que pour la néomycine, ont des valeurs
dICs0 montrant une capacité relativement élevée d'inhiber la traduction.
L’environnement du dérivé lorsqu'il est titré dans une solution de site A minimal avec
un tampon homogene et lorsqu'’il est mis en présence d'un lysat bactérien n’est pas le
méme. La comparaison des données d'ITC aux données d’activité luciférase doit donc

étre faite en précisant que les contextes sont différents. En ITC, le dérivé interagit
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uniquement avec I'oligonucléotide mimant le site A. Dans les tests d'inhibition de la
traduction, le dérivé est en présence du ribosome entier et de tous les facteurs de
traduction. Connaissant la propension des aminoglycosides a se fixer de maniere
aspécifique au ribosome, il est possible que le pouvoir inhibiteur soit le reflet du site

de fixation spécifique combiné aux sites aspécifiques.

Tableau 2 - IC5, des dérivés de la néomycine.

Composé IC5, (nM)
Néomycine 21+nd
HL171 11,8+0,9
HL300 52+09
TG196 30£0,8
HL072 38+1,1
HL084 3,7+0,3
HL094 6,6 +0,9
HL169 39,7+18.3
HL170 189+8,1
HL168 6,4+1,6

En reportant les valeurs de Kp obtenus par ITC en fonction des IC50 pour
chaque dérivé, on observe des points éloignés d'une droite a 45 © passant par zéro. Ces
points représentent des dérivés pour lesquels il y a une faible corrélation entre la valeur
d'ITC et d'TVT en nM (Figure 43). Ils correspondent donc a des composés ayant une plus
faible affinité pour le site A bactérien que le parent néomycine mais une capacité

d'inhibition de la traduction in vitro proche de celle de la néomycine.

La structure de ces composés peut-elle expliquer le manque de corrélation

entre ces deux valeurs ?

Prenons l'exemple de HL168 qui a un Kp en ITC d’en moyenne 16,9 M et un
IC50 de 6,4 nM. Son Kp en ITC est 73 fois plus élevé que celui de la néomycine alors
que 1'IC50 est seulement 3 fois plus élevé. HL168 est disubstitué avec 1-aminoéthanol
en C-6' et C-5". Au contraire, on trouve une corrélation entre les valeurs de Kp obtenu
par ITC et d'inhibition de la traduction pour TG196. Ces valeurs sont proches de celles
obtenues pour la néomycine. Le Kp moyen d'interaction de TG196 avec le site A
bactérien est 1,8 fois plus élevé que celui de la néomycine et son IC50 est 1,4 fois plus

élevé. Ce composé est monosubstitué par un 1-amino-2-phényléthane en position C-
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5". Il serait intéressant d’étudier I'inhibition de la traduction par un dérivé disubstitué
par des groupements phénol comme HL173 ou HL174 pour voir si les valeurs sont

corrélées.

On observe également une faible corrélation pour le dérivé HL169, qui est
substitué par un groupement 1,3-diaminoéthane aux positions C-5” et C-6’, mais une
bonne corrélation pour le dérivé HL171, qui est substitué par un groupement 1,3-
diaminopropane aux positions C-5” et C-6". Ces deux substitutions se ressemblant, il
est donc difficile d’établir un lien clair entre les substitutions des dérivés et la

corrélation des valeurs d'ITC et d’'inhibition de la traduction in vitro.
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Figure 43 - Corrélation entre les valeurs de K, obtenues en ITC et d'ICs, obtenues par traduction in
vitro. Les valeurs moyennes d'ICs, en fonction de leurs valeurs moyennes de K, sont représentées. La droite
pointillée est une droite théorique représentant une corrélation entre les valeurs d'ICs et de Kp.

3.2. Perspectives d'étude de I'inhibition de la
traduction in vitro par les dérivés de néomycine

Afin d’étudier la sélectivité des dérivés pour le ribosome bactérien, une
perspective est d’étudier I'activité luciférase in vitro en présence des dérivés dans un

extrait cellulaire eucaryote.

Une autre approche a été envisagée : le développement de ribosomes hybrides.
Ces ribosomes hybrides consistent en des ribosomes bactériens dont seules les bases

qui différent entre les sites A bactériens et humains sont mutées. Le but étant d’établir
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si les mutations observées entre les différents sites A ont un impact sur le pouvoir

inhibiteur des dérivés in vitro.

La stratégie consiste a réaliser des mutations par mutagénese dirigée sur un
plasmide codant pour un opéron d’ARN ribosomaux (pKK3535 qui code pour rrnB)
puis de transformer avec ce plasmide la souche TA531. Cette derniere est une souche
d’E. coli délétée de tous les opérons d’ARN ribosomaux et comporte un plasmide
codant pour 'opéron rrnC (Asai et al. 1999). Ensuite, une sélection des souches ayant
été transformée par le plasmide pKK3535 muté sera faite sur la base des genes de
résistance codés par chaque plasmide. Une fois les souches mutées identifiées, les
ribosomes sont extraits et utilisés avec un extrait cellulaire sans ribosomes (S100) pour

des expériences de traduction in vitro (Figure 44).

La mutation des ARNr est plus facilement mise en place dans une souche telle
que M. smegmatis qui comporte naturellement une seule copie de 'opéron codant les
ARN ribosomaux (Hobbie et al. 2006). De plus certaines mutations au niveau de
I'hélice 44 de 'ARNr 16 S semblent létales pour une souche E. coli ne comportant
qu'une copie de 'opéron codant les ARNr (Recht et al. 1999). Cependant, la mutation
A1408G a été reportée comme viable, c’est donc celle privilégiée pour étudier les
différences d’inhibition de la traduction in vitro dues aux mutations du site A retrouvée
entre les sites A bactérien et humain. En effet, le fait d’utiliser un ribosome d’E. coli
muté au niveau du site A permet de mettre en évidence si ces mutations précisément

ont un impact sur la sélectivité.
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Figure 44 - Protocole de production de ribosomes hybrides
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4. Les composeés les plus intéressants ?

Les résultats présentés dans les parties précédentes permettent difficilement
d’identifier un dérivé plus efficace que la néomycine. En se basant sur 'affinité
observée pour le site A bactérien, certains composés, comme HLi171 et HL300 se
révelent intéressants (Figure 45). La sélectivité de HL171 reste a discuter car son affinité
pour le site A mitochondrial mutant est relativement forte bien que l'aftinité pour les
sites A humains cytoplasmique et mitochondrial soient plus faibles que I'affinité pour
le site A bactérien. L'affinité de HL300 pour le site A mitochondrial mutant n’a pas été
testée mais son affinité pour les autres sites A humains est également diminuée par
rapport au site A bactérien. Cette sélectivité relative est également observée pour a

néomycine.

0.125
0.25. Ll |I| [ Site A bactérien

) [ Site A humain
g 0.5 cytoplasmique
Ei H 1 Site A humain
*-a 2 a mitochondrial
X 4 T 3 siteAhumain

ol 1= mitochondrial A1555G
=T
167 |
32 T T T
Néomycine HL171 HL300

Figure 45 - Comparaison des affinités de HL171 et HL300 par rapport a la néomycine, Les valeurs de
constante de dissociation (Kp) refletent I'affinité des composés pour le site A, plus la valeur est faible, plus
I'affinité est forte.

Ce qui pése en faveur de ces dérivés est le fait que des expériences réalisées
'équipe de Dr. Gilles Prévost montrent que les dérivés HL171 et HL300 ont une activité
antibactérienne intéressante par rapport a celle de la néomycine notamment. Ils
présentent la particularité d’avoir une CMI plus faible sur certaines souches de
S. aureus et E. coli. Cependant, des tests ont été réalisés par nos collaborateurs pour
évaluer la toxicité. Le taux de survie de cellules NRK-52E qui est une lignée cellulaire
rénale épithéliale du rat a été mesuré. Il a été montré que HL171 était plus toxique que

lanéomycine. Au contraire, HL300 présente des taux de toxicités plus faibles que HL171
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et dans le méme ordre de grandeur que la néomycine, ce qui en fait une molécule

particuliérement intéressante.

Pour rappel, ces dérivés comportent les modifications suivantes par rapport a

la néomycine (Figure 46) :

- HLi71:disubstitué par un groupement 1,3-diaminopropane aux positions C-
5" et C-6’, ce qui induit un encombrement stérique lié a une chaine plus
longue en position 6’ et 5”7, et une substitution d'une charge négative par

une charge positive en position 5”

- HL300 : monosubstitution du groupe hydroxyle par un 2-aminoéthane-1-
thiol en position C-5”, ce qui induit une substitution d'une charge négative

par une charge positive en position 5”.

La présence d'une substitution par une chaine plus longue comportant une
amine en position C-5” de la néomycine semble étre favorable a la conservation de
I'affinité pour le site A. Cependant les deux substitutions de HL171 semblent également

augmenter son niveau de toxicité et sa capacité a intégrer les cellules eucaryotes.

I 3=Q

HN—" o
T

Néomycin
Monosubstituée €« eomycine

OH OO—'OH

HAN—" By

HL300

Figure 46 - Structures des dérivés HL300 et HL171.

122



Chapitre IV H Résultats et discussion

5. Etudes structurales

5.1, Observation de I'interaction d'un dérivé avec
un ribosome entier par cryo-EM

5.1.1, Motivations

Dans le but d’observer un dérivé dans le contexte d’'un ribosome entier, un
complexe entre le ribosome de la souche Enterobacter cloacae et le dérivé de

néomycine, le composé TG196 a été étudié par cryo-microscopie électronique.

Pour rappel, le dérivé TGig6 comporte une monosubstitution du groupe
hydroxyle par un groupement 1-amino-2-phényléthane en position C-5”. Il a été
sélectionné pour I'étude structurale par cryo-EM de l'interaction d'un dérivé dans le
ribosome et des potentiels changements de conformation, notamment car la
substitution induirait probablement un encombrement stérique plus élevé en raison
de la présence d'un groupement phénol. Une collaboration avec I'entreprise NovAliX

(Ilkirch, Strasbourg) a permis une collecte de données avec un microscope Glacios.

5.1.2. Analyse des images obtenues
par Cryo-EM

Dans un premier temps, I'analyse des images a été réalisée par Dr. Angelita
Simonetti a I'aide de la suite logicielle Scipion. Les reconstructions ont été obtenues a
une résolution autour de 5 A. L’analyse que j'ai réalisée avec RELION a débouché sur
une reconstruction a une résolution de 4,75 A. J’ai 4 nouveau analysé les images
obtenues sous la supervision du Dr. Emmanuel Giudice. Le prétraitement des données
a été réalisé avec les logiciels cryoSPARC™ puis I'affinement sur RELION. Dans les deux
analyses, la présence du dérivé au sein du ribosome n’est pas confirmée, notamment a
cause de la résolution obtenue trop faible (environ 5A) pour observer le site
d'interaction en détails. La faible résolution obtenue est liée aux parametres
d’acquisition des images. En effet, la taille du pixel utilisée pour enregistrer les images

(1,55 A/pixel) fait que la résolution obtenue ne pourra pas étre meilleure que 3,1 A.

Cependant, plusieurs observations pourraient constituer des preuves de la
présence du dérivé au sein du ribosome. L'analyse des données réalisées avec Angelita
Simonetti a permis d’obtenir une reconstruction avec deux classes majoritaires. La

premiére classe représente 20 % des particules et comporte un ARNt dans le site A et
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la protéine L1 en position ouverte. La deuxiéme représente 8o % des particules, ne

comporte pas d’ARNt dans le site A et la protéine L1 est en position fermée (Figure 47).

Classification 3D RELION : 2 structures majeures

705 E.coli

6 classes 2 classes
83% des particules 17% des particules

Figure 47 - Classes majeures du complexe E. coli-TG196 obtenues avec Scipion. La protéine L1
indiquée fait partie des protéines composant le 50 S. Les reconstructions ont été obtenues a des résolutions
entre 4,9 et 5 A.

D’apres Wang et al. (2012), la position de la protéine L1 pourrait confirmer la
présence d’'un aminoglycoside. En effet, apres I'ajout de faibles concentrations en
néomycine, les auteurs observent une stabilisation d’'une conformation verrouillée du
ribosome dans laquelle la protéine L1 est en position ouverte. Avec des concentrations
plus élevées en néomycine, ils observent une conformation du ribosome entre
verrouillée et déverrouillée. Ce passage entre une conformation verrouillée et
déverrouillée du ribosome crucial pour la translocation des ARNm et ARNt et pour le
recyclage du ribosome, se passe spontanément dans des conditions physiologiques. Le
fait d’observer ici une majorité de ribosomes en position verrouillée (L1 en position
ouverte) pourrait signifier que le dérivé s’est bien fixé et stabilise une des

conformations.

Les résultats de classification 3D obtenus avec cryoSPARC™ et RELION
ressortent identiques car une classe majoritaire comportant la protéine L1 en position

ouverte est présente (Figure 48).
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Classification 3D RELION : 2 structures majeures

6 classes 1 classe
87% des particules 13% des particules

Figure 48 - Classes majeures du complexe E. coli-TG196 obtenues avec cryoSPARC™ et RELION. La
reconstruction rose a été obtenue a une résolution de 4,66 A, la bleue & une résolution de 7,47 A.

De plus, en I'hélice 69 de 'ARNr 23 S, qui peut constituer un site d’interaction
de la néomycine lorsqu’elle est présente en concentration élevée (Borovinskaya et al.
2007), semble plus orientée vers le 30 S dans la classe avec ' ARNt et la protéine L1 en

conformation fermée.

5.1.3. Conclusions et perspectives

La premiére amélioration a envisager est I'augmentation de la stabilité du
ribosome. Pour observer I'interaction avec le dérivé d’aminoglycoside, il faut favoriser
la stabilisation du complexe. Il serait donc nécessaire d’améliorer les conditions de

préparation du complexe en vue d'une nouvelle acquisition.

La présence d'un ARNt est importante car elle favorise la stabilisation du
ribosome. Le ribosome pourrait étre dissocié et réassocié en présence d'un ARNt et
d’'un ARNm qui permettrait également de stabiliser la structure. En effet, 'ajout de
partenaires tels que 'ARN messager, des facteurs d'initiation ou I'augmentation de la
concentration en magnésium pourrait favoriser I'interaction d’'un aminoglycoside. La
dissociation est importante car elle permet de s'affranchir de tous les facteurs et
séquences d’ARNm ou ARNt liés au ribosome afin d’'insérer des facteurs connus. La
dissociation et réassociation serait essentielle car un simple « breathing » du ribosome,
c’est-a-dire une légere dissociation des sous-unités 30 S et 50 S par diminution de la

concentration en magnésium, ne suffit pas a rendre totalement homogéne la solution.
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Par conséquent, pour améliorer la résolution, il faut maximiser 'homogénéité des

complexes en augmentant leur stabilité.

La seconde amélioration importante est le changement des parameétres
d’acquisition. Premierement, en diminuant la taille du pixel, la résolution maximale
atteignable diminuera également et sera donc potentiellement meilleure. De plus,
l'utilisation d’'un microscope permettant 'acquisition d'images a tres haute résolution,

tel que le Titan Krios.

De plus, il peut étre important de se demander si un autre dérivé que TG196
pourrait étre plus intéressant a étudier. La présence du groupement phénol sur le
dérivé ne perturbe pas l'interaction avec I'oligonucléotide mimant le site A mais peut
peut-étre diminuer l'insertion et I'interaction avec le ribosome entier. Il serait donc
intéressant d’étudier 'interaction d'un dérivé avec des substitutions avec un plus faible

encombrement stérique et qui présente une activité plus efficace sur les bactéries.

5.2, Observation de l'interaction des dérivés avec
un petit ARN par cristallographie

L’étude cristallographique du site A bactérien en interaction avec les dérivés a
été réalisée, sur certains dérivés de néomycine, par le Dr. Jiro KONDO de I'Université
de Sophia a Tokyo. C'est pourquoi j'ai étudié par cristallographie I'interaction des
dérivés de néomycine avec un fragment d’ARN ayant une structure tres proche de celle

du site A du ribosome bactérien.

Le but est donc d’étudier I'interaction des dérivés d’aminoglycosides avec le DIS
du VIH. Cet ARN, étudié notamment par le Dr. Eric Ennifar, est ciblé par les
aminoglycosides (Ennifar et al. 2003). La similarité de structure entre '’ARN DIS et le
site A bactérien se retrouve non seulement au niveau de la séquence primaire mais
également au niveau de la structure tridimensionnelle (Figure 49). C'est pourquoi je vais
introduire trés brievement le DIS et pourquoi, outre l'aspect purement structural,

'étude de l'interaction de ce dernier avec les dérivés de néomycine est intéressante.

Le virus de 'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) possede un génome
ARN intégré a la capside sous forme de dimeére. L’étape de dimérisation du génome
ARN viral constitue un point clé du cycle viral. La dimérisation peut alors étre envisagé

comme une étape cible d’'une approche thérapeutique.
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Figure 49 - Similarité entre le DIS et le site A bactérien (adapté de Ennifar 2006)

Les aminoglycosides ciblent ce génome viral au niveau d'une séquence tres
conservée appelée site d'initiation de la dimérisation ou DIS (« Dimerization Initiation
Site »). La structure adoptée par le DIS est une tige-boucle, avec 9 nucléotides
composant la boucle. Parmi ces derniers, 6 nucléotides sont auto-complémentaires et
peuvent s’apparier avec les mémes 6 résidus d'une autre copie de I’ARN viral, les trois
autres étant des purines conservées (Figure 49). La dimérisation s'initie grace a la
formation d'une interaction boucle-boucle, nommée « kissing-loop », permise par
I'auto-complémentarité des 6 nucléotides de la boucle. In vitro, ce complexe est
stabilisé sous forme de duplex étendu par la protéine NCp7, protéine de la
nucléocapside. Cette forme duplex étendu interagit également avec les
aminoglycosides via des interactions quasiment identiques a celles observées dans le
cas du site A du ribosome bactérien, la topologie de I'ARN étant la méme,

contrairement au complexe boucle-boucle qui a une topologie différente.

5.2.1., Etudes thermodynamiques

Les parameétres thermodynamiques de l'interaction des différents dérivés ont

été étudiés de la méme maniere que pour le site A bactérien (Annexe 14).

Les expériences par ITC d’interaction d’'un dérivé de la néomycine et le DIS, le
modeéle utilisé est un modele a deux sites, ce qui signifie que les pics correspondent a
la fixation d'un ligand sur un site a haute affinité et d'un second sur un site de plus

faible affinité (Figure 50).
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Figure 50 - Profil thermodynamique de I'interaction entre I'ARN DIS et le dérivé HL171

En analysant dans un premier temps les signatures énergétiques de
l'interaction des dérivés avec le DIS, on remarque que tout comme pour l'interaction
avec le site A, les valeurs d’enthalpie et d’entropie sont relativement peu dispersées
entre les différents composés (Figure 51). Tout comme pour 'interaction avec le site A,
la valeur d’enthalpie (AH) contribue de maniére favorable a la diminution de I'énergie
libre nécessaire a la réaction. Au contraire, la valeur d’entropie (-TAS) participe
défavorablement a l'énergie libre totale. Cela indique qu’au regard de la signature
énergétique, le mécanisme d’interaction est relativement proche de celui observé pour

le site A bactérien notamment.
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Figure 51 - Représentation de la distribution des profils thermodynamiques pour tous les dérivés
de la néomycine en interaction avec DIS. Les valeurs moyennes de AH, -TAS et AG pour chaque dérivé
(Néomycine, HLO72, TG196, HLO94, HLO84, HLO90, HL168, HL169, HL170, HL171, HL172, HL173, HL300) sont
représentées pour mettre en valeur la dispersion. Tous les résultats sont normalisés par un contréle de
titration de chaque dérivé dans du tampon seul.

Dans un second temps, en analysant les valeurs de Ky de l'interaction des
dérivés avec le DIS, on peut observer que, de maniere globale, les composés qui
présentaient une affinité proche de celle de la néomycine pour le site A bactérien ont

également une affinité proche de celle de la néomycine pour le DIS (Figure 52).

Les dérivés HL171 et HL300 qui présentent une affinité équivalente a I'affinité
de lanéomycine pour le site A bactérien ont des valeurs de Kp en moyenne plus élevée.
En effet, HL171 présente une affinité d’environ 3 nM alors que la néomycine a une
affinité de seulement 15 nM. Il serait intéressant de comparer la structure du DIS en
présence de HL171 ou de la néomycine afin de mettre en évidence les interactions

potentielles qui améliorent I'affinité du dérivé pour le DIS.
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Figure 52 - Affinités des dérivés de néomycine pour I'ARN DIS. Les valeurs de constante de dissociation

(Ko) refletent I'affinité des composés pour le DIS, plus la valeur est faible, plus I'affinité est forte. La ligne
pointillée représente la valeur de K, pour la néomycine.

5.2.2. Etudes structurales des
dérivés

Dans le but d’observer l'interaction des dérivés avec le DIS, j'ai réalisé des

expériences de co-cristallisation des dérivés et le DIS de sous-type F (DISF) (

Annexe 1). Pour cela, un oligonucléotide ayant la méme séquence que le
fragment DIS de 'ARN viral est utilisé. Pour obtenir un DIS sous forme de « kissing-
loop », il est nécessaire de réaliser une renaturation en conditions de faibles
concentrations en DIS. Ces conditions favorisent la formation de la structure tige-
boucle du DIS en en favorisant les interactions intramoléculaires au détriment de la

formation de duplex étendus en diminuant les interactions intermoléculaires.

L’ARN DIS a été préparé en conditions diluées, de maniere a favoriser la
formation du duplexe « kissing-loop ». Des co-cristaux de DISF avec des dérivés de la
néomycine (HL168, HL171, HL170, HL300, TG196, HL172, HLo72, HL084, HL169, HLogo,
HLog4) ont été obtenus (Figure 53) et ont pu étre diffractés aux rayons X au synchrotron
SLS (Swiss Light Source) et les structures résolues par remplacement moléculaire a

'aide des précédentes structures de DIS connues.
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lividomycine

Figure 53 - Cristaux obtenus pour le DISF en présence de dérivés de néomycine ou de la
lividomycine.

Je vais décrire le cas des co-cristaux obtenus pour le dérivé HL171, qui fait partie
des dérivés les plus intéressants au regard des autres types d’expérience, mais tous les
co-cristaux obtenus ont débouchés sur les mémes observations, sauf dans le cas du
dérivé HL300 pour lequel des co-cristaux ont également pu étre obtenus (Figure 53)

mais n’ont pas permis d’obtenir des données exploitables.
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La structure obtenue est résolue par remplacement moléculaire avec le
programme MolRep en utilisant comme modele le PDB 3C7R, qui est une structure de
DIS en duplex étendu en interaction avec la néomycine. La structure a été affinée avec
la suite logicielle Phenix (Tableau 3). On peut observer deux molécules du dérivé au sein

de la structure. La résolution obtenue est de 2,3 A.

Les structures obtenues correspondent finalement au DIS sous forme de duplex
étendu et non pas de « kissing-loop » (Figure 54B). Malgré la renaturation favorisant la
structure « kissing-loop » du DIS, le fait d’obtenir des structures en complexe étendu
peut étre di a la concentration élevée, nécessaire a la cristallisation, utilisée lors de la

préparation des gouttes.

Concernant l'interaction du dérivé avec le DIS, seul le cceur de la structure du
dérivé d’aminoglycoside est retrouvé dans la densité, les modifications semblent trop
flexibles pour pouvoir étre observées dans la densité électronique (Figure 54, Annexe
15).

Tableau 3 - Parameétres cristallographiques du complexe ARN DIS - HL171

HL171
Groupe d'espace C121
a(A) 99.36
b (A) 31.23
cd) 58.64

B 119.742

Lignedefaisceau PXIIl / SLS
Longueur d'onde (A) 1
Gamme de résolution (A) 43.13 - 2.23

Réflexions uniques 391
Exhaustivité 0.99

R/Rfree 0.22/0.25
Molécules d'eau 6

Aminoglycosides 2
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(A)
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DIS duplex étendu HL171
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Figure 54 - Structure cristallographique du dérivé HL171 avec I'ARN DIS. (A) Schéma des du DISF et du
composé ajouté pour la co-cristallisation. (B) Structure obtenue pour le co-cristal DISF-HL171. A gauche : vue
globale du DISF en duplex étendu. A droite : zoom sur les deux molécules de dérivés HL171 observées au site
d'interaction. (C) Carte de densité et reconstruction de la structure au niveau du site d'interaction de HL171
dans le DISF.

En comparant les structures obtenues pour différents dérivés de néomycine
(HL171 et HL168) a la structure de la néomycine en complexe avec le DISF en duplex

étendu (PDB 3C7R), on remarque que la structure du DIS ne varie pas de maniere
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significative. Cela indique que les modifications ne perturbent pas la fixation du
composé par rapport a la néomycine et n'influent pas non plus sur la structure du DIS
(Figure 55). Ces observations confirment que les substitutions n’établissent
probablement pas d’interactions avec 'ARN au sein du complexe et sont par

conséquent trop flexibles pour étre observées dans la densité.

Figure 55 - Comparaison des structures obtenues pour HL168 (rose saumon), HL171 (violet) et lanéomycine
(vert, PDB = 3C7R)

L’étude de I'interaction des dérivés avec ’ARN DIS reste intéressante d'un point
de vue thérapeutique carla présence d’aminoglycosides stabilise le dimére d’ARN viral,
ce qui pourrait avoir un effet inhibiteur sur sa rétrotranscription par la
rétrotranscriptase virale. L’étude de I'interaction avec les dérivés de néomycine ouvre

ainsi potentiellement des perspectives thérapeutiques contre le SIDA.

En effet, il a été prouvé in vitro que certains aminoglycosides, y compris la
néomycine, sont capables de se fixer de maniére spécifique a '’ARN génomique dans
des cellules infectées ou des virions et d’empécher la dissociation dimére en « kissing-
loop » (Ennifar 2006). En temps normal, la rétrotranscriptase (RT) de HIV va

rétrotranscrire 'ARN génomique pour produire I'ADN proviral qui sera ensuite intégré
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dans 'ADN de I'hote. Lorsque la RT arrive au niveau du DIS, la structure pourrait étre
trop stable pour permettre a la RT d’ouvrir la structure double-brin, ce qui induit le
blocage de la RT. Normalement, en cas de probleme, la RT opere un « template
switching », c’est-a-dire un changement de brin modele afin d’achever la production
d’ADN proviral fonctionnel. L’ARN viral étant sous forme d’homodimeére du fait de
I'interaction boucle-boucle au niveau du DIS, cela permet a la RT d’avoir a proximité
deux modéles d’ARN viraux en cas de probléemes. Mais dans le cas ou un
aminoglycoside est fixé au niveau du DIS, la RT sera également bloquée sur I'autre brin,

inhibant ainsi la rétrotranscription.
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V. CONCLUSION

Le ribosome bactérien est une des cibles majeures des principaux
antibiotiques. La moitié des antibiotiques actuellement utilisés, comme les
macrolides, les aminoglycosides ou les oxazolidinones ciblent différentes étapes du
mécanisme de traduction. Cependant, le mécanisme exact d’'inhibition de plusieurs de
ces composés n'est pas encore parfaitement compris. Il est devenu urgent de rendre
disponible de nouveaux médicaments, possiblement avec un nouveau mécanisme

d’action, pour surpasser cette augmentation de cas de résistance et multi-résistance.

Jai utilisé une approche intégrative utilisant divers outils biophysiques, pour
prodiguer une meilleure compréhension du mécanisme d’inhibition des macrolides et
des aminoglycosides ciblant respectivement le tunnel de sortie des peptides
néosynthétisés (PET, Peptide Exit Tunnel) et le site A accepteur du ribosome. J'ai
étudié les aspects thermodynamiques de linteraction d'un antibiotique avec le
ribosome en utilisant la technique de microcalorimétrie ITC (Isothermal Titration
Calorimetry). Les sites d'interaction ont été observés plus précisément grace a la

biologie structurale (cristallographie, cryo-microscopie électronique).

Concernant I'étude de I'interaction des macrolides avec le ribosome, j'ai étudié
la structure d'un complexe entre un ribosome et un peptide antimicrobien et un
macrolide formé en ITC par cryo-microscopie électronique. L’acquisition des images
faisant suite a I'observation que le modele a adopter pour les compétitions en ITC était
probablement plus complexe que celui utilisé. Nous avons mis en évidence que le
macrolide est présent au sein du complexe et que le peptide est également présent,
probablement déplacé partiellement par le macrolide. Ces études ouvrent des
perspectives telles que la création d'une molécule hybride entre un peptide et un
macrolide. Cette molécule pourrait présenter une affinité et un spectre d’action accrus

en combinant les avantages des deux types de molécules.

Une autre partie du projet porte sur I'étude de l'interaction de dérivés de
I'aminoglycoside néomycine. J'ai réalisé des tests afin d’observer les parameétres
thermodynamiques d’une interaction entre les aminoglycosides et le ribosome. Des
expériences d'ITC ont été réalisées pour observer l'interaction de I'oligonucléotide
mimant le site A bactérien avec des dérivés de la néomycine. Afin de tester la
spécificité des dérivés pour le site A bactérien, les sites A humain cytoplasmique et
mitochondrial WT et mutant ont également été utilisés. En effet, il est reconnu qu'une

mutation portée par le site A mitochondrial favorise 'apparition d’effets secondaires
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(ototoxicité, néphrotoxicité) dus a un traitement aux aminoglycosides. Des
expériences d'ITC ont été réalisées pour comparer I'interaction de ces différents sites A
avec les dérivés a l'interaction avec le site A bactérien, afin d’évaluer la sélectivité.
Certains dérivés ont une affinité pour le site A bactérien s'approchant de celle du
parent néomycine et une affinité décrue pour les différents sites A humains.
Finalement, il apparait difficile d’établir un lien clair entre les substitutions des dérivés

et leur affinité pour les différents sites A.

Jai également co-cristallisé les dérivés de néomycine avec un ARN ayant une
structure trés semblable a celle du site A, le DIS du VIH-1. Cette partie de 'ARN
génomique viral, nommée DIS pour Dimerization Initiation Site, a une trés forte
affinité pour les aminoglycosides du fait de sa grande ressemblance avec le site A du
ribosome bactérien. Les structures obtenues démontrent que les dérivés peuvent se
fixer au DIS de la méme maniére que la néomycine, sans modifier drastiquement la
structure de ’ARN car les substitutions ne semblent pas interagir directement avec le
DIS. L'étude de l'interaction avec les dérivés de néomycine ouvre ainsi également de
potentielles perspectives thérapeutiques contre le SIDA, en plus de fournir une image

précise de ce que devrait étre l'interaction avec le site A bactérien

De plus j'ai effectué I'étude de I'interaction des dérivés de la néomycine avec le
ribosome par le biais d’expériences de traduction in vitro d’'un gene rapporteur en
présence ou non de différentes concentrations des dérivés. Les perspectives sont
nombreuses pour évaluer également la sélectivité des dérivés via la traduction in vitro,
notamment, le développement de ribosomes hybrides afin d’étudier la sélectivité des
dérivés pour le site A bactérien. Ces ribosomes hybrides consistent en des ribosomes
bactériens dont seules les bases au sein du site A qui différent entre les sites A

bactériens et humains sont mutées.
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ANNEXES

Annexe 1-Carte du plasmide pBESTluc™ (Promega, adapté du bulletin technique E. coli S30 Extract
System for Linear Templates)

Hindlll

4396 Clal

1374

Xhol

pBEST Juc™
1717

Vector
(4486bp)

linearized at the Xhol site

AVADE_BA

Annexe 2 - Séquence du géne de I'ARN ribosomal 16S (Brosius et al. 1978) présente dans le
plasmide pKK3535 (Brosius etal. 1981). La séquence correspondant 4 la partie de I'hélice 44 appelée site-
A est surlignée en bleu. La séquence surlignée en gris correspond a l'oligonucléotide utilisé pour le
séquencage du gene.

5‘_
aaattgaagagtttgatcatggctcagattgaacgetggeggcaggcctaacacatgcaagtcgaacggtaacaggaagaagettgettctttgectgacgagtggeggacgggtgagtaatg
tctgggaaactgectgatggagggggataactactggaaacggtagetaataccgeataacgtcgeaagaccaaagagggggaccttegggectettgecateggatgtgeccagatggga
ttagctagtaggtggegtaacggctcacctaggegacgateectagetggtctgagaggatgaccagecacactggaactgagacacggtccagactectacgggaggeageagtggggaa
tattgcacaatgggcgcaagectgatgcagecatgecgegtgtatgaagaaggecttcgggttgtaaagtactttcageggggaggaagggagtaaagttaatacctttgetcattgacgtta
cccgcagaagaagcaccggctaactcegtgecageagecgeggtaatacggagggtgcaagegttaateggaattactgggegtaaagegeacgeaggeggttigttaagtcagatgtgaa
atccccgggetcaacctgggaactgeatctgatactggcaagettgagtctcgtagaggggegtagaattecaggtgtageggtgaaatgegtagagatctggaggaataccggtggegaa
ggcggccccctggacgaagactgacgetcaggtgegaaagegtggggageaaacaggattagatacectggtagtccacgecgtaaacgatgtegacttggaggttgtgeccttgaggegt
gecttccggagetaacgegttaagtcgaccgectggggagtacggecgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgeacaageggtggageatgtggtttaattegatgeaacg
cgaagaaccttacctggtcttgacatccacggaagttttcagagatgagaatgtgecttcgggaaccgtgagacaggtgetgcatggetgtegteagetegtgttgtgaaatgttgggttaagt
cccgeaacgagegcaaccettatectttgttgccageggtecggecgggaactcaaaggagactgecagtgataaactggaggaaggtggggatgacgtcaagtecateatggeccttacgac
cagggctacacacgtgctacaatggegeatacaaagagaagegacctcgegagageaageggacctcataaagtgegtegtagtccggattggagtctgeaactegactecatgaagtegg
aatcgctagtaatcgtggatcagaatgccacggtgaatacgttccegggecttgtacacaccgeccgteacaccatgggagtgggttgcaaaagaagtaggtagettaaccttcgggagggc
gcttaccactttgtgattcatgactggggtgaagtegtaacaaggtaaccgtaggggaacctgeggttggatcacctectta-3’
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Annexe 3 - Séquence et structure secondaires de complexes de sous-type-A et sous-type-F
(complexe kissing-loop) utilisées pour les études cristallographiques (Ennifar et Dumas 2006)

% A G/A
Gl i
Subtype A/F  GYYGGUG [GUGGAGIACAGGAAG
JGAACGACA|CACGUG’ GUCGUUCs

G/A A

Annexe 4 - Tableau des valeurs obtenues pour les expériences d'ITC par compétition avec les
ribosomes ESKAPE

AH(kcal.mol'™)  -Tas (kcal.mol™™)  AG (kcal.mol™) K (nM) N

1 -27,7+0,113 17,5 -10,3 38,4 £ 2,35 0,72 +1,2e-3
2 -25,1£0,125 15,2 -9,94 67,9 * 4,09 1,06+2,1e-3

pae Moyenne -26,45 16,35 -10,15 53,15 0,89

Ecart-type 1,77 1,63 0,22 20,86 0,24
Pyrrhocoricine 1 -35,0 0,186 25,1 -9,93 69,0 £ 4,27 0,81 +1,9e-3
2 -31,3£0,186 21,2 -10,1 49,4 £ 2,89 0,73 *1,4e-3

Kn Moyenne -33,15 23,15 -10,02 59,20 0,80

Ecart-type 2,62 2,76 0,12 13,86 0,01
Ecl 1 -30,3+0,358 20,9 -9,41 164 + 15,9 0,75 * 4,9e-3
Pae 1 -0,9+0,271 -10,5 -11,4 6,12 £ 0,42 0,88 £ 7,0e-3

Erythromycine

(déplacement pyrrho) Kpn 1 -5,73+0,921 -5,6 -11,3 6,85 * 1,09 0,64 *1,6e-2
Ecl 1 -0,94 £ 0,238 -10,8 -11,8 3,21%0,21 0,55 *3,1e-3
Azithromycine Pae 1 12,7+1,24 -24,4 -11,6 4,21 + 0,54 0,69 * 1,5e-2
(déplacement pyrrho) EVERY 1 -7,05 0,252 -5,78 -12,8 0,569 0,06 0,59 * 4,0e-3
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Annexe 5 - Structure secondaire de I'ARNr 23S (CC BY-SA, (©2013-2015 Georgia Institute of
Technology) et de la position complémentaire aux oligonucléotides Pae1l, 2, 3 et 4. L'ARNr 23S
d'E. coli est représenté a titre d'illustration, I'ARNr ciblé étant celui de P. aeruginosa. PTC = Centre Peptidyle-

transférase.
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6 fluorescents les ARNr de

Pseudomonas aeruginosa. Gel natif acrylamide 12 %, MgCl2 5 mM. Les bandes du gel sont révélées par

Annexe Hybridation d’oligonucléotides avec
fluorescence puis le gel est incubé dans du bleu de méthyléne. Les différentes conditions correspondent aux
ARNr hybridés a I'oligonucléotide (ARNr + oligo) ou a des contrdles : I'oligonucléotide seul (Oligo Cas1), les ARN
ribosomaux seuls (ARNr), I'ARNr 16 S seul, ou I'ARNr 16 S hybridé a I'oligonucléotide (la cible étant le 23 S).
Chaque échantillon a subi le protocole d'hybridation et a été soit non traité soit traité avec deux

concentrations de RNase T1 puis incubé 3 h a 37 °C. Les échantillons sont ensuite directement déposés sur
gel.

Oligo rRNAs+  16S+ Oligo 165 I’RNAS + 1§S +
Casl rRNAs 165 oligo oligo Cas1 rRNAs oligo oligo
| 1 A | |

. - - - 4 [ — ] M T

¢ 2 'S e o o o o & e & e o

“ - - - 2 3 A A

= (= ERE = ¥l Fag FYE

rRNAs . i — u

552 l

BLUE

Annexe 7 - ITC de compétition pyrrhocoricine-érythromycine. isotherme d'interaction obtenu pour
I'interaction du ribosome d’E. coli avec la pyrrhocoricine (a gauche) ou avec le ribosome lié a la pyrrhocoricine
(PYR) avec l'érythromycine (ERY) (2 droite). Les paramétres indiqués correspondent a l'interaction de
I'érythromycine seule.
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Annexe 8 - ITC de compétition érythromycine-pyrrhocoricine. Isotherme obtenu pour I'interaction
du ribosome d’E. coli lié a I'érythromycine (ERY) avec la pyrrhocoricine (PYR). Aucune interaction
n'est observée, les pics correspondent a de la chaleur de dilution due a la concentration élevée en ribosome.

kcal/mol)

"
S
1

T
100

Annexe 9 - Conditions d'expériences d'ITC d'interaction d'aminoglycosides avec le ribosome

50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCI2, 3 M

30S 17 Tobramycine 350 30
NH4Cl, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KC|
. 50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2, 3 M
308 13,5 Tobramycine 300 15
NH4Cl, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KCI
50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2,3 M
70S 20 HLO72 500 30
NH4C|, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KCI
N . 50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2,3 M
30S 17 Amikacine 300 30
NH4Cl, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KC|
) . 50 MM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2, 3 M
70S 13 Néomycine 300 25
NH4Cl, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KCI
) . 50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2, 3 M
30S 2,2 Néomycine 300 15
NH4Cl, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KCI
. . 50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2,3 M
30S 2,2 Néomycine 300 15
NH4Cl, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KCI
) . 50 MM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2, 3 M
30S 20 Néomycine 1000 35
NH4Cl, 1 mM DTT, 30 mM KCl
. . 50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2,3 M
30S 13,5 Néomycine 1000 35
NH4CI, 1 mM DTT, 30 mM KCl
) . 50 MM MOPS pH 7, 7 mM MgCl2, 3 M NHA4CI,
70S 15 Néomycine 330 25
1mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KCI
. . 50 mM MOPS pH 7, 7 mM MgCl2, 3 M NHACI,
70S 13,2 Néomycine 300 25
1mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KCI
. . 50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2,3 M
70S 13 Néomycine 300 25
NH4Cl, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 60 mM KCI
X ) . 50 MM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2, 3 M
30S 3 Streptomycine/Néomycine 500 25
NH4CI, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KCI
. ) . 50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2, 3 M
308 5 Streptomycine/Néomycine 500 15
NH4Cl, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KC|
o . 50 mM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2, 3 M
30S 15 Spermine/Néomycine 250 25
NH4Cl, 1 mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KCI
X ) . 50 MM MOPS pH 7.5, 7 mM MgCl2, 3 M
308 3 Spermine/Néomycine 500 15

144

NH4Cl, 1mM DTT, 5 % glycerol, 30 mM KC|



|| Annexes

Annexe 10 - Tableau des valeurs obtenues pour les expériences d'ITC avec le site A bactérien

AH (kcal.mol ™) -Tas (kcal.mol ") AG (kcal.mol ™) K (UM) N Modéle
1 -17,8 z4,5¢”° 8,79 -8,98 0,261 +2,8e° 1,09 £4,4¢”° 2 sites
. . 2 -18:9,3¢”’ 8,85 -9,14 0,202 +8,1e”° 1,05 4,6e”° 2 sites
Neomycme
Moyenne -17,90 8,82 -9,06 0,23 1,07
Ecart-type 0,14 0,04 0,11 0,04 0,03
1 -20,4 0,151 11,6 -8,78 0,369 +11,3e”° 0,9 £1,0e”’ 2 sites
Ld
2 -20,3 :8,2¢”° 11,6 -8,7 0,425 +5,2e”° 0,99 +1,2¢7° 2 sites
L4
HLO72 3 -28,6 :0,238 18 -10,6 0,016 +1,8¢”* 0,86 +5,5¢"° 2 sites
Moyenne -17,90 8,82 -9,06 0,27 0,92
Ecart-type 0,14 0,04 0,11 0,22 0,07
1 -20,4 6,2¢”° 11,6 -8,84 0,335 :7,1e”° 1,07 +4,5¢”° 2 sites
L4
2 -24,9 0,123 16,2 -8,7 0,422 £3,8¢ 1,05 3,1’ 2 sites
r
16196 3 -19,2 £7,48”° 10,6 -8,59 0,506 +11,0e° 1,07 +7,3¢”° 2 sites
Moyenne -21,50 12,80 -8,71 0,42 1,06
Ecart-type 3,00 2,99 0,13 0,09 0,01
1 -15,6 0,193 7,94 -7,62 2,61 +57¢ 1,11 £2,0e”° 2 sites
2 -9,1 3,17’ 0,613 -8,46 0,629 +1,8¢> 1,86 :5,7¢e"° 2 sites
HLO84
Moyenne -12,34 4,28 -8,04 1,62 1,49
Ecart-type 4,61 5,18 0,59 1,40 0,53
1 -62,8 £5,57 55,8 -6,98 7,71 285 0,582 4,1e7° 2 sites
2 -16,2 £3,9¢”° 4,19 -12 0,422 +3,8¢° 1,05 3,1e° 2 sites
HL090 3 -16,8 t4,5¢”° 4,82 -12 0,0016 +6,42¢"° 1,74 *1,1¢"° 2 sites
Moyenne -21,50 12,80 -8,71 0,42 1,12
Ecart-type 3,00 2,99 0,13 0,09 0,58
1 -17,3 0,234 8,43 -8,84 0,331 +19,5¢> 0,649 4,8¢e2 2 sites
2 -18,4 6,50 10,1 -8,3 0,829 £9,54¢ 1,11 6,1¢"° 2 sites
HLO094 3 -29,5 0,19 20,8 -8,67 0,441 :11,0e° 0,849 :4,9¢ 2 sites
Moyenne -21,73 13,11 -8,60 0,53 0,75
Ecart-type 6,75 6,71 0,28 0,26 0,32
Site A
N 1 -24,9 +1,59 18,8 -6,16 30,7+2,56 1,99 8,9¢”° 1 site
2 -19,8 0,412 13,1 -6,64 13,6 731 2,65 2,7’ 1site
HL168 3 -34,8 0,782 27,7 -7,09 6,41 3640 1,28 +1,5¢° 1site
Moyenne -26,50 19,83 -6,63 16,90 1,97
Ecart-type 7,63 7,31 0,47 12,48 0,69
1 -21,1 0,21 14,5 -6,62 14,1 +386e° 2,59 +1,6e° 1site
2 -21,2 20,311 14,2 -7,05 6,78 £327e° 2,77 £2,2¢7° 1 site
HL169 3 -31,0 +0,452 23,6 -7,36 4,01 :204e> 1,47 +1,2¢7° 1 site
Moyenne -24,50 17,50 -7,00 8,38 2,28
Ecart-type 5,63 5,28 0,37 5,18 0,70
1 -15,6 0,301 8,58 -6,99 7,51 465 2,58 £2,4e”° 1site
2 -13,5 0,228 6,4 -7,05 6,78 £339e> 4,04 :4,1¢”’ 1 site
HL170 3 -20,6 0,478 13,9 -6,71 12,2 +759e° 2,65 3,102 1 site
Moyenne -18,73 11,56 -7,18 8,83 3,09
Ecart-type 2,76 2,78 0,61 2,94 0,82
1 -27,4 0,103 19,2 -8,19 0,989 +6,8e> 1,67 t1,2e”° 2 sites
2 -21,4 0,228 12,4 -9,05 0,233 £1,58¢° 1,72 +3,2¢”° 2 sites
HL171 3 -20,9 +5,3¢”° 11,6 -9,27 0,161 #9,2¢™* 1,7 £2,5¢° 2 sites
Moyenne -23,23 14,40 -8,84 0,44 1,70
Ecart-type 3,62 4,18 0,57 0,42 0,03
HL172 1 -17,0 20,121 9,92 -7,08 6,48 318 3,99 :1,8¢° 1 site
HL173 1 -17,9 0,169 11 -6,84 9,81 +469e° 4,6 £2,3¢° 1site
HL174 1 -14,9 0,842 8,06 -6,82 10,0 +744e° 4,66 0,18 1 site
HL175 1 -14,8 £1,17 7,99 -6,83 9,95 +687e> 5,19 £0,26 1 site
HL176 1 -18,9 0,219 11,7 -7,17 5,57 £230e°  2,32:1,3e”’ 1 site
1 -14,5 £7,9¢° 5,69 -8,81 0,338 £2,00e° 2,19 +1,4¢”° 2 sites
HL300 2 -8,54 10,228 1,69 -9,02 0,252 2,94 2,43 3.3¢e”° 2 sites
Moyenne -14,15 5,24 -8,92 0,30 2,31
Ecart-type 0,49 0,64 0,15 0,06 0,17
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Annexe 11- Tableau des valeurs obtenues pour les expériences d’ITC avec le site A humain cytoplasmique

AH (kcal.mol ™) -TAS (kcal.mol ™) AG (kcal.mol ™) Ko (UM)

Néomycine 1 -14,3 0,137 7,89 -6,44 19,1 +516e° 3,18 t1,6e”° 1 site
1 -35,7 0,240 28,9 -6,86 9,49 +185e° 1,99 :9,2¢7° 1 site
HLO72 2 -38,5 0,293 31,5 -7 7,42 +165e° 1,75 9,68’ 1 site
Moyenne -37,10 30,20 -6,93 8,46 1,87
Ecart-type 1,98 1,84 0,10 1,46 0,17
1 -23,0 0,115 16,1 -6,89 9,0 +184e° 3,08 +9,7¢° 1 site
16196 2 -38,8 0,258 31,9 -6,86 9,35 180e° 2,05 +9,5¢7° 1 site
Moyenne -30,90 24,00 -6,88 9,18 2,57
Ecart-type 11,17 11,17 0,02 0,25 0,73
1 -20,5 0,345 14,1 -6,43 19,5 +762e° 2,66 +2,7e”’ 1 site
HLOS4 2 -24,2 +0,178 17,6 -6,59 14,7 £284e° 2,53 +1,2e7° 1 site
Moyenne -22,35 15,85 -6,51 17,10 2,60
Ecart-type 2,62 2,47 0,11 3,39 0,09
1 -72,4 0,824 65,7 -6,71 12,2 +256e° 1,13 :8,2e"° 1 site
HL090 2 -35,4 0,937 28,4 -6,96 7,94 t507e° 1,44 £2,8¢7° 1 site
Moyenne -53,90 47,05 -6,84 10,07 1,29
Ecart-type 26,16 26,38 0,18 3,01 0,22
1 -36,4 0,35 29,5 -6,95 8,0 +252e° 2,18 :1,5¢° 1 site
HLD94 2 -38,3 0,256 31,3 -7,03 7,1 +146e° 1,82 8,8¢e"° 1 site
Moyenne -37,35 30,40 -6,99 7,55 2,00
Ecart-type 1,34 1,27 0,06 0,64 0,25
1 -17,6 0,176 11,2 -6,38 21,1 +654e° 3,67 +1,7¢”° 1 site
HL168 2 -21,3 0,212 14,8 -6,52 16,8 477e”> 2,99 £1,7¢”’ 1 site
Moyenne -19,45 13,00 -6,45 19,20 3,33
Ecart-type 2,62 2,55 0,10 3,39 0,48
site Ahumain 1 -21,6 0,108 14,7 -6,85 9,58 +206e° 3,35 +1,0e”’ 1 site
HL169 2 -24,1 0,141 17,2 -6,93 8,38 t206e° 3,03 *1,1e”’ 1 site
Moyenne -22,85 15,95 -6,89 8,98 3,19
Ecart-type 1,77 1,77 0,06 0,85 0,23
1 -19,3 0,210 12,9 -6,37 21,6 +686e° 3,51 +1,9¢”° 1 site
HL170 2 -23,9 0,252 17,4 -6,51 17,0 500e° 2,95 +1,8¢° 1 site
Moyenne -21,60 15,15 -6,44 19,30 3,23
Ecart-type 3,25 3,18 0,10 3,25 0,40
1 -21 0,101 13,9 -7,13 6,06 2048 3,29 +1,0e”’ 1 site
2 -21 0,111 13,9 -7,07 6,56 2500 3,45:1,2e7° 1 site
3 -21,1 20,129 14,2 -6,88 9,15 #419e° 3,42 +1,6e’’ 1 site
HL171 4 -19,9 0,185 12,4 -7,5 3,17 +128e° 3,44 2,407’ 1 site
5 -38,1 0,692 30,8 -7,37 3,92 #2666 2,06 +2,0e”’ 1 site
6 -39,3 0,838 31,9 -7,36 4,09 £313e° 2,04 :2,1¢”° 1 site
Moyenne -26,67 19,22 -7,45 0,50 2,95
Ecart-type 9,35 9,50 0,72 0,30 0,70
HL172 1 -17,6 0,711 10,7 -6,85 9,47 1,13 2,94 £6,0e”° 1 site
HL173 1 -50,8 +0,962 43,5 -7,31 4,44 2127 0,971 1,1e”° 1 site
HL174 1 -22,3 0,665 15,7 -6,52 16,8 1,21 3,08 £5,4e” 1 site
HL175 1 -22,8 2,83 16,6 -6,25 26,2 6,13 4,65 £0,511 1 site
HL176 1 -20,3 0,395 13,3 -7,03 7,06 435> 1,98 +1,8¢”° 1 site
1 -12,6 0,262 5,12 -7,49 3,27 221 3,64 +3,9¢”° 1 site
2 -12,6 0,124 5,47 -7,16 5,66 2648 4,4 +2,3¢° 1 site
HL300 3 -13,2 0,309 5,87 -7,32 4,28 +267¢° 3,88 £5,0e”° 1 site
Moyenne -12,80 5,49 -7,32 0,44 3,97
Ecart-type 0,35 0,38 0,17 0,12 0,39

146



|| Annexes

Annexe 12- Tableau des valeurs obtenues pour les expériences d'ITC avec le site A humain mitochondrial

Site Ahumain

mitochondrial

AH (kcal.mol ™) -TAS (kcal.mol™) AG (kcal.mol ™)

K (UM)

Néomycine 1 -18,9 0,229 12,1 -6,72 11,9 +653e° 3,9 :2,5¢7° 1 site
HLO72 1 -41,1 0,384 34,2 -6,92 8,54 +200e> 1,61 1,1e”’ 1 site
TG196 1 -38,5 £0,297 31,4 -7,04 6,99 +205¢° 2,4 +1,3e”° 1 site

1 -25,7 0,177 19 -6,7 12,3 £307e3° 3,19 :1,3e™’ 1 site
HL084 2 -27,1 0,274 20,4 -6,75 11,3 2277 1,93 1,487’ 1 site
Moyenne -26,40 19,70 -6,73 11,80 2,56
Ecart-type 0,99 0,99 0,04 0,71 0,89
HLO90 1 -40,1 0,836 33,1 -6,96 7,96 £348e° 1,2 :1,9¢7’ 1 site
1 -39,8 10,374 32,6 -7,18 5,52 +190e° 1,91 £1,3e”° 1 site
HL094 2 -41,7 0,333 34,6 -7,08 6,5 149e”> 1,54 :9,1¢7° 1 site
Moyenne -40,75 33,60 -7,13 6,01 1,73
Ecart-type 1,34 1,41 0,07 0,69 0,26
1 -23,5 0,148 16,9 -6,59 14,9 3438 3,57 £1,2e7° 1 site
HL168 2 -22,9 0,230 16,3 -6,54 16,0 +444e”> 2,81 :1,7¢”° 1 site
Moyenne -23,20 16,60 -6,57 15,50 3,19
Ecart-type 0,42 0,42 0,04 0,78 0,54
HL169 1 -23,6 £0,112 16,6 -7,01 7,33 t141e° 2,68 8,6 1 site
1 -25,8 0,277 19,1 -6,69 12,5 +430e” 2,87 £1,9¢7° 1 site
HL170 2 -23,0 0,182 16,3 -6,69 12,4 277 2,46 £1,3¢”° 1 site
Moyenne -24,40 17,70 -6,69 12,50 2,67
Ecart-type 1,98 1,98 0,00 0,71 0,29
1 -20,8 0,197 13,7 -7,08 6,47 +460e”> 3,66 2,47’ 1 site
2 -20,4 0,199 13,3 -7,1 6,27 474> 3,7 :2,5¢7° 1 site
HL171 3 -21,3 £0,186 14,2 -7,09 6,32 t422e”> 3,68 :2,2e7° 1 site
4 -40,0 0,972 32,7 -7,28 4,63 4380 2,47 :3,1¢”° 1 site
Moyenne -25,63 18,48 -7,14 5,92 3,38
Ecart-type 9,59 9,49 0,10 0,87 0,61
HL172 1 -14,1 £7,34 7,97 -6,14 31,4 7,43 10 4,53 1 site
HL173 1 -21,0 £12 14,9 -6,1 33,9 10,4 10 #5,23 1 site
HL174 1 -35,8 £8,91 29,7 -6,1 34,0 +145 5,01 1,23 1 site
HL175 1 -42,9 £26,4 37 -5,85 51,9 +32,3 107,21 1 site
HL176 1 -16,6 0,215 9,25 -7,3 4,47 +201e” 3,33 22,47’ 1 site
1 -12,3 0,238 4,58 -7,76 2,05 1716 3,35 3,0e”’ 1 site
2 -14,7 +0,178 7,27 -7,45 3,49 239 3,72 2,507 1 site
HL300 3 -15,1 0,211 7,63 -7,43 3,63 £281e° 3,58 £2,8¢”° 1 site
Moyenne -14,03 6,49 -7,55 30,60 3,55
Ecart-type 1,51 1,67 0,19 0,88 0,19
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Annexe 13- Tableau des valeurs obtenues pour les expériences d'ITC avec le site A humain mitochondrial mutant

AH (kcal.mol™) -TAS (kcal.mol ) A6 (kcal.mol™) K (UM) Modéle

1 -20,8 0,266 14,2 -6,59 14,8 =543 2,8 2,277 1 site
2 -14 1,62 7,14 -6,82 10,0 £1,87 4,67 0,38 1 site
. . 3 -13,4 1,62 6,44 -6,98 7,72 t468e > 4,17 3,1e7° 1 site
Neomycme
4 -14,3 0,218 7,29 -7,03 7,11 #415e 3,82 3,0e7° 1 site
Moyenne -15,63 8,77 -6,86 9,91 3,87
Ecart-type 3,47 3,64 0,20 3,49 0,79
HLO72 1 -45,7 +0,375 38,8 -6,87 9,27 +178¢> 1,58 +9,5¢° 1 site
TG196 1 -80 0,689 72,6 -7,36 4,05 £100e”° 0,924 :5,7¢”° 1 site
site Ahumain TILALLL:L! 1 -26,4 0,44 19,7 -6,68 12,6 +495e° 1,99 2,3¢”° 1 site
mitochondrial HL090 1 -43,8 0,95 36,8 -6,97 7,76 £377¢ 1,29 £2,1e7° 1 site
mutant HL094 1 -40,4 0,304 33,3 -7,07 6,62 *146e”> 1,6 +8,8¢" 1 site
Al - - q
3536 HL168 1 -23,3 0,257 16,8 6,55  15,9:a34e 2,5117¢” 1 site
HL169 1 -25,7 +0,163 18,9 -6,84 9,69 t226e° 2,81 t1,1e”’ 1 site
HL170 1 -25,2 0,178 18,6 -6,61 14,3 +288¢° 2,72 £1,2e7° 1 site
1 -21,1 +6,0e™’ 11,1 -9,96 0,05 #1,61e™* 2,17 +9,4¢”* 2 sites
2 -20,7 £3,7¢° 10,3 -10,3 0,026 +8,31e°> 2,17 *1,0e”* 2 sites
HL171 3 -20,5 £3,0e”° 11,3 -9,27 0,163 £3,68e™* 2,04 #1,4e”° 2 sites
4 -42,8 0,972 35 -7,72 2,22 +247¢”> 1,51 2,3¢7° 1 site
Moyenne -26,28 16,93 -9,31 0,62 1,97
Ecart-type 11,02 12,06 1,14 1,07 0,31
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Annexe 14- Tableau des valeurs obtenues pour les expériences d'ITC avec le DISF

AH (kcal.mol ™) -TAS (kcal.mol ") AG (kcal.mol ™) Ko (UM) Modéle
Néomycine 1 -16,3 ¢8,0e”° 5,95 -10,35 0,025 :7,04¢* 0,610 :6,5¢*| 2 sites
1 -22,6 £9,2¢7° 12,1 -10,4 0,023 :7,34e* 0,921 3,6e” 2 sites
HLO72 2 -21,6 +4,9¢7° 11,6 -9,96 0,05 3,63e”* 0,875 1,2¢”° 2 sites
Moyenne -22,10 11,85 -10,18 0,04 0,90
Ecart-type 0,71 0,35 0,31 0,02 0,03
TG196 1 -21,3£9,9¢7° 11,8 -9,51 0,108 :2,67e”* 0,874 +2,7¢”° 2 sites
HLO84 1 -10,8 #8,2e”° 2,28 -8,56 0,535 +16,4¢ > 1,32 1,2e7° 2 sites
HL090 1 -24,5 1,16 17,1 -7,4 3,8 +258¢° 0,845:2,7¢7 2 sites
1 -18,6 +1,34 8,32 -10,2 0,031 £16,3e”> 0,97 4,8¢”° 2 sites
HLO094 2 -17,5 £3,2¢7° 6,95 -10,6 0,017 :592e° 1,12 £4,9¢”" 2 sites
Moyenne -18,05 7,64 -10,40 0,02 1,05
Ecart-type 0,78 0,97 0,28 0,01 0,11
1 -25,7 0,394 17,5 -8,17 1,02 £58,2e> 0,684 :2,2¢7° 2 sites
2 -26,1 0,364 18 -8,09 1,18 :49,7¢> 0,833 £2,4e”° 2 sites
HL168
Moyenne -25,90 17,75 -8,13 1,10 0,76
Ecart-type 0,28 0,35 0,06 0,11 0,11
1 -23,0 =0, 14 -8,95 0,275 33,2 0,526 5,9¢™° 2 sites
HL169 2 -25,5 +1,21 17,2 -8,23 0,922 99,7e”* 0,509 0,131 2 sites
Moyenne -24,25 15,60 -8,59 0,60 0,52
Ecart-type 1,77 2,26 0,51 0,46 0,01
HL170 1 -26,4 0,250 18,1 -26,4 0,861 #40,2e> 0,782 +1,9¢° 2 sites
1 -17,1 0,138 5,41 -11,7 0,003 +2,35¢"* 0,819 *1,4¢”* 2 sites
2 -16,7 0,171 5,6 -11,1 0,007 +5,08e* 0,808 4,8¢™* 2 sites
HL171 3 -17,3 £0,104 5,75 -11,5 0,004 :8,05¢° 0,792 :6,7¢™* 2 sites
Moyenne -17,03 5,59 -11,60 0,005 0,81
Ecart-type 0,31 0,17 0,12 0,002 0,01
HL172 1 -15,6 +8,8e"° 6,98 -8,6 0,495 £10,4e> 0,96 +1,1e” 2 sites
1 -16,3 0,166 5,46 -10,84 0,011 5,14e”* 0,699 1,5¢ 2 sites
2 -21,1 0,475 11 -10,1 0,045 3,5 1,1 :9,6e” 2 sites
HL300 3 -14,7 8,2 3,11 -11,59 0,003 3,22¢® 0,671 1,7¢> 2 sites
Moyenne -17,37 6,52 -10,84 0,02 0,82
Ecart-type 3,33 4,05 0,75 0,02 0,24
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Annexe 15 - Structure cristallographique du dérivé HL168 avec I'’ARN DIS

>0l ¢

DIS duplex étendu HL168
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Durant ma these, j'ai pu participer a d’autres travaux qui ont débouché sur

plusieurs publications :

- Article 1 : Marion Thépaut, Rodrigo Campos-Silva, Eva Renard, Frédérique
Barloy-Hubler, Eric Ennifar, Daniel Boujard, and Reynald Gillet. « Safe and
easy in vitro evaluation of tmRNA-SmpB-mediated trans-translation from

ESKAPE pathogenic bacteria ». RNA journal. 2021.

- Article 2 : Bereiter, Raphael, Maximilian Himmelstof}, Eva Renard, Elisabeth

Mairhofer, Michaela Egger, Kathrin Breuker, Christoph Kreutz, Eric Ennifar,
et Ronald Micura. «Impact of 3-deazapurine nucleobases on RNA

properties ». Nucleic Acids Research 49, n° 8. Avril 2021.

- Article 3 : Himmelstof, Maximilian, Kevin Erharter, Eva Renard, Eric
Ennifar, Christoph Kreutz, et Ronald Micura. « 2'-O-Trifluoromethylated
RNA - a powerful modification for RNA chemistry and NMR spectroscopy ».

Chemical Science 11, n° 41. Aot 2021.
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Article 1

« Safe and easy in vitro evaluation of tmRNA-SmpB-mediated trans-translation from

ESKAPE pathogenic bacteria »

Marion Thépaut, Rodrigo Campos-Silva, Eva Renard, Frédérique Barloy-Hubler,
Eric Ennifar, Daniel Boujard, and Reynald Gillet. RNA journal. 2021.

L’équipe de Reynald Gillet étudie la trans-traduction, qui est le principal
systéme de contrdle de la qualité pour sauver les ribosomes bloqués chez les bactéries.
Le mécanisme de trans-traduction est médié par ' ARNtm, un ARN hybride possédant
a la fois les propriétés d'un ARNt et d'un ARNm, et de la petite protéine SmpB. Ce
mécanisme est propre aux bactéries et est donc une cible thérapeutique potentielle
prometteuse. Dans cet article, Thépaut et al. décrivent la création d’un test permettant
I'évaluation in vitro de la trans-traduction chez différentes bactéries ESKAPE basé sur
le réassemblage de protéine fluorescente verte (GFP). Ce test peut étre utilisé pour un

criblage de divers composés chimiques.

Ma contribution a consisté en la production de ribosomes de différentes
souches bactériennes ESKAPE (A. baumannii, E. cloacae, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
and S. aureus). J'ai purifié ces ribosomes dans le laboratoire de Dr. Gilles Prévost et sous
la supervision de Daniel Keller (Université de Strasbourg, CHRU Strasbourg,
Fédération de Médecine Translationnelle de Strasbourg, EA 7290). Ainsi, Thépaut et
al. ont pu diversifier et augmenter le nombre de souches testées pour valider
l'utilisation de la GFP pour la mesure de l'activité de trans-traduction in vitro de
bactéries ESKAPE.
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Safe and easy in vitro evaluation of tmMRNA-SmpB-mediated
trans-translation from ESKAPE pathogenic bacteria
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ABSTRACT

In bacteria, trans-translation is the major quality control system for rescuing stalled ribosomes. It is mediated by tmRNA, a
hybrid RNA with properties of both a tRNA and a mRNA, and the small protein SmpB. Because trans-translation is absent in
eukaryotes but necessary for bacterial fitness or survival, it is a promising target for the development of novel antibiotics.
To facilitate screening of chemical libraries, various reliable in vitro and in vivo systems have been created for assessing
trans-translational activity. However, the aim of the current work was to permit the safe and easy in vitro evaluation of
trans-translation from pathogenic bacteria, which are obviously the ones we should be targeting. Based on green fluores-
cent protein (GFP) reassembly during active trans-translation, we have created a cell-free assay adapted to the rapid eval-
uation of trans-translation in ESKAPE bacteria, with 24 different possible combinations. It can be used for easy high-
throughput screening of chemical compounds as well as for exploring the mechanism of trans-translation in these
pathogens.

Keywords: trans-translation; tmRNA; ESKAPE; antibiotics; HTS; ribosome

INTRODUCTION

The World Health Organization (WHO) designated six
"ESKAPE" pathogens (Enterococcus faecium, Staphylo-
coccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter
spp.) as critical targets for drug discovery (Rice 2008; Tac-
conelli and Magrini 2017). Indeed, these bacteria are the
leading cause of nosocomial infections throughout the
world, and most are multidrug-resistant isolates (Santajit
and Indrawattana 2016). The WHO recommendation is
to focus specifically on the discovery and development
of new antibiotics that are active against multidrug- and ex-
tensively drug-resistant ESKAPE bacteria. However, the
hazardous nature of these pathogens makes it highly chal-
lenging to develop high-throughput screening methods
for identifying and evaluating any new antimicrobial
agents for future clinical use. To aid in this, the molecular
process to be targeted must first be identified, and ideally

this process should be: (i) conserved among all pathogenic
ESKAPE bacteria; (i) indispensable to bacterial survival or
atleast its fitness; (iii) sufficiently variable that different spe-
cies can be distinguished from each other; (iv) absent in
eukaryotes; (v) not targeted by current antibiotics; (vi) unre-
lated to existing resistance mechanisms; and finally (vii) re-
producible in nonhazardous in vitro experiments.

In fact, trans-translation appears to be the perfect candi-
date. This mechanism is the primary bacterial rescue sys-
tem, allowing for the release of ribosomes stalled on
faulty mRNAs that lack stop codons as well as the elimina-
tion of these mRNAs and mistranslated peptides. The
trans-translation process is performed by hybrid transfer-
messenger RNA (tmRNA) and its protein partner SmpB
(Giudice et al. 2014). Briefly, the tmnRNA-SmpB complex
recognizes the stalled ribosome and associates with it. In
a finely orchestrated ballet, translation then resumes on
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tmRNA’s internal mRNA-like domain (MLD), which en-
codes a specific sequence that is recognized by proteases.
This process permits the stalled ribosomes to be recycled,
the degradation of the incomplete peptide afterits release,
and elimination of the problematic nonstop mRNA. Re-
markably, genes coding for tmRNA and SmpB have been
foundin nearly all bacterial genomes, yet not in eukaryotes,
with the exception of a very few rare organelles (Hudson
and Williams 2015). Despite high sequence conservation
atboth the 5'-and 3'-ends of tmRNA genes, the internal se-
quences of tmRNA are considerably divergent among dif-
ferent species (Supplemental Fig. 1), and this property
makes tmRNA a good tool for species identification
(Schonhuber et al. 2001). In the same way, despite global
structural conservation, variations in smpB sequences are
also considerably divergent among different species
(Supplemental Fig. 1).

While resolving stalled ribosomal complexes is undoubt-
edly a matter of life or death (Keiler and Feaga 2014), trans-
translation itselfis not always indispensable to bacterial sur-
vival. This irregularity was the subject of a long debate until
the discovery of backup systems, mechanisms which take
over if trans-translation is deficient or overwhelmed. How-
ever, even when they are present, these systems are not
enough to ensure a steady and prolonged fitness to the
cell, as impaired trans-translation is known to result in vari-
ous phenotypes varying from mild (such as loss of tolerance
to multiple antibiotics and stresses) to severe (including le-
thality or loss of virulence) (Li et al. 2013; Keiler and Feaga
2014). To date, trans-translation has not been yet exploited
for clinical use. In the search for inhibitors specific to the
process, initial assays led to the discovery of 1,3,4 oxadia-
zole molecules (Ramadoss et al. 2013), but their specificity
for trans-translation in vivo is still in question (Macé et al.
2017; Brunel et al. 2018). It has been suggested that
trans-translation is inhibited by pyrazinamide (PZA), a
first-line anti-tuberculosis drug (Shi et al. 2011), but it was
finally recently shown the action of PZA is entirely indepen-
dent of trans-translation in M. tuberculosis (Dillon et al.
2017).

Because of its biological properties, transfer of trans-
translation into a nonhazardous system that could allow
for rapid and easy evaluation of its activity would greatly
help in the search for new antibiotics which target this sys-
tem. While there are routine methods for screening the an-
timicrobial activity of compounds from chemical libraries, a
combination of this primary screening with the specifica-
tion of a molecular target is much harder to implement
(Osterman et al. 2016). An ideal method would allow not
just the identification of the targeted cellular process, but
also its level of specificity toward a bacterial genus or spe-
cies. Furthermore, an easy quantitative and rapid analysis
of the process should be possible even in small volumes.
Reporter assays are the best candidates for efficient initial
high-throughput screening (HTS) methods, as they can

be quick and automated, as well as quite useful for screen-
ing unpurified mixtures of natural extracts (Osterman et al.
2016). Accordingly, we recently used a commercial recon-
stituted in vitro translation system (PURExpress) to create a
reliable in vitro reporter system that detects the E. coli
trans-translation activity (Guyomar et al. 2020). This assay,
based on reassembling an active “superfolder” Green
Fluorescent Protein (sfGFP) after tmRNA tagging (Fig. 1),
was designed and validated for the specific in vitro quanti-
fication of trans-translation in ESKAPE pathogenic bacteria,
and we report on that here.

RESULTS

Distribution of ArfA, ArfB, and RQC in ESKAPE
bacterial genomes

While some bacteria can survive without trans-translation,
this is only because of the existence of backup systems,
such as the two alternative release factors, ArfA and ArfB
or the bacterial ribosome-associated quality control
(RQC) mediated by RqgcH and RqgcP. The Arf mechanisms
can be divided in release factor (RF)-dependent and RF-in-
dependent mechanisms. ArfA recruits RF2 to hydrolyze
the nascent polypeptide chain from the P-site tRNA, while
ArfB, a class | release factor homolog, performs hydrolysis
itself (Himeno et al. 2015; Miiller et al. 2021)

On the other hand, RqcH and RqcP act in concert to
mediate the ribosome-associated quality control (RQC)
pathway, triggering carboxy-terminal tailing of stalled pep-
tides in the large ribosomal subunit. RgcH belongs to the
NEMF family proteins (homolog of the eukaryotic RQC fac-
tor Rgc2/NEMF, while RqcP (ribbosome quality control P-
tRNA, formerly YabO), belongs to the widely distributed
S4 RNA-binding family, and is homologous to E. coli heat
shock protein 15 (Hsp15) (Lytvynenko et al. 2019; Miiller
et al. 2021). Depending on backup system status, there-
fore, the effects of specific inhibitors of trans-translation
will vary, from increasing the activity of currently used anti-
biotics to outright cell death. It was therefore important for
us to begin by pinpointing the phylogenetic distribution of
ArfA, ArfB, and RQC in ESKAPE pathogens. To do this, we
investigated the sequences of those rescue factors using a
combination of in silico methods including keyword search-
es, similarity detection, protein domain prediction, ortho-
log clustering, and synteny analysis. This pipeline was
applied to the complete genomic sequences of 1670 spe-
cies: 147 E. faecium, 473 S. aureus, 465 K. pneumoniae,
188 A. baumannii, 259 P. aeruginosa, and 151 Entero-
bacter spp. Interestingly, among these ESKAPE patho-
gens, none of the back-up systems were found in A.
baumanniiwhile the two Gram-positive bacteria E. faecium
and S. aureus displayed RQOC only (Table 1). While we can-
not categorically state that no other backup systems existin
these bacteria—see for instance the recent reports on ArfT
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FIGURE 1. (A) Trans-translation of sfGFP1-10 mRNA lacking a stop codon. The tmRNAGgp11-SmpB complex binds to the stalled ribosome, and
translation resumes thanks to the tmRNAGFP11 mRNA-like domain (MLD). The MLD encodes the missing eleventh beta-strand of the sfGFP, and
the complete sfGFP is released and becomes fluorescent. (B) Impairment of the process in the presence of trans-translation inhibitors. The ribo-
somes stay stalled on the problematic mRNA and fluorescence is impaired.

in Francisella tularensis and BrfA in Bacillus subtilis (Goralski
etal. 2018; Shimokawa-Chiba et al. 2019)—we can howev-
er suppose that their viability highly depends on trans-
translation impairment. On the otherhand, we found genes
encoding ArfA and/or ArfB in most if not all of the K. pneu-
monia, P. aeruginosa, and Enterobacter spp. studied. The
impairment of trans-translation in these bacteria is proba-
bly less severe, therefore, even if it still detrimental to bac-
terial fitness.

ESKAPE tmRNA and SmpB production

To allow for independent monitoring of trans-translation in
the six ESKAPE pathogens, we engineered their tmRNAs
by replacing their internal MLD with a sequence of 16 ami-
no acids that encodes GFP's eleventh beta-strand
(Supplemental Table 1). To conserve the tmRNA H5 helix
that is instrumental during trans-translation, we also engi-
neered compensatory mutations (Supplemental Fig. 2A,
B; Guyomar et al. 2020). Unlike those of the other bacteria,
the natural tmRNA 3’-ends in E. faecium and S. aureus are
not CCAbut UUG and UAU, respectively, so these were re-

placed by CCA to ensure correct aminoacylation by E. coli

AlaRS (Barends et al. 2000), and these variants were

TABLE 1. Distribution of arfA, arfB, rqcH, and rqcP in ESKAPE bacteria

named tmRNAGegp11. Urea-PAGE analysis indicated that
the six tmRNA variants were successfully produced at the
expected size, without any noticeable degradation or un-
expected bands (Supplemental Fig. 2D). We started with
10 pg plasmidic DNA, and the final yields were about
4 nmol of transcribed RNAs for each reaction. The six cor-
responding SmpB proteins were cloned and produced in
vivo in E. coli (see Materials and Methods). After purifica-
tion, polyacrylamide gel analysis confirmed the correct
size of each protein (Supplemental Fig. 2E). The final yields
for each ESKAPE SmpB were about half the amount of the
E. coli SmpB produced.

ESKAPE trans-translation reactions

In order to obtain nonproductive translation complexes
(NTCs) to be targeted by trans-translation, we used a re-
constituted cell-free protein synthesis (NEB PURExpress)
system from E. coli (Shimizu et al. 2001; Shimizu and
Ueda 2002). By adding a nonstop DNA template, we accu-
mulated stalled ribosomes with the ten first beta-strands of
sfGFP stuck in the ribosome exit tunnel (Fig. 1A). When
tmRNAGgp11 and E. coli SmpB are added, the ribosomes
are freed and the intensity of the fluorescent signal

ESKAPE pathogen # of screened genomes arfA arfB rqcH rqcP
Enterococcus faecium 147 0 0 147 147
Staphylococcus aureus 473 0 0 473 473
Klebsiella pneumoniae 465 464+1 A 459 +6 A 0 0
Acinetobacter baumannii 188 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 259 259 259 0 0
Enterobacter spp. 151 151 150+3 A 0 0

(4) Pseudogenes with frameshift or “in-frame” stop codon.
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increases over time while the complete sfGFP protein is
produced. A plateau is reached at ~4 h of incubation,
and the fluorescence remains stable for at least 710 min
(Fig. 2A, black curve).
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FIGURE 2. Trans-translation kinetics over time using Escherichia coli
ribosomes. Fluorescence increases are directly linked to trans-transla-
tion activity. (A) Trans-translation assays were done on E. coli
tmRNAGrp11 using the SmpBs from each ESKAPE pathogen, with
the E. coli SmpB as a control. (B) Trans-translation assays keeping
the E. coli SmpB but using the tmRNAggpq; variants of each
ESKAPE pathogen, with an E. coli tmRNAGgp11 as the control. (C)
Both SmpB and tmRNAGgp11 are from each ESKAPE pathogen, with
the E. coli SmpB-tmRNAGegp11 as a control. The results are shown as
means * standard deviation and normalized to the E. coli conditions.

In a first set of heterologous experiments, we kept the
E. coli tmRNAGep11, but replaced its SmpB by one from
an ESKAPE pathogen. A fluorescent signal was still recov-
ered with each one of the hetero-complexes, albeit at dif-
ferent levels (Fig. 2A). The E. cloacae, S. aureus, and P.
aeruginosa SmpBs displayed the lowest signals, less than
30% of the E. coli control, while the K. pneumoniae
SmpB signal was about half the control, and E. faecium
and A. baumannii at 80%. This demonstrates that all of
the ESKAPE SmpBs are functional and sufficiently con-
served to be interchangeable in the presence of E. coli
tmRNA. While it confirms that SmpB is highly conserved
(Supplemental Fig. 1), it also supports the use of this sim-
ple system for screening molecules that target SmpB but
not tmRNA. Indeed, since SmpB is essential for tmRNA’s
peptide-tagging activity (Karzai et al. 1999), disrupting
SmpB is one of the most promising ways to impair trans-
translation. In fact, aptamers that inhibit SmpB functioning
were recently shown to trigger strong growth defects in
Aeromonas veronii C4 (Liu et al. 2016).

We then performed the experiments the other way
around, using the E. coli SmpB but the tmRNAs from
the ESKAPE pathogens. Contrary to the previous experi-
ments, only the heteroduplexes combining E. coli SmpB
and the tmRNAs from K. pneumoniae and E. cloacae
gave out strong signals, about the same levels as those
recovered in the E. coli tmRNA control (Fig. 2B). This is
not a surprise since, like E. coli, both K. pneumoniae
and E. cloacae are Enterobacteriaceae with very similar
tmRNA sequences (>95% identity with E. coli, see
Supplemental Fig. 1). The four other bacterial species
all produced signals, but at lower levels (about 5% to
20% of the reference).

We continued by performing homologous experiments,
using SmpB and tmRNAGgp11 from the same ESKAPE path-
ogen, but still with E. coliribosomes (Fig. 2C). Five of the six
complexes yielded positive results. Three of these were at
high levels (~50% compared to the E. coli reference): K.
pneumonia; E. cloacae and E. faecium. The other two
were at lower levels (about 5%-10% of the reference): A.
baumannii, another Gammaproteobacteria that is relative-
ly close to Enterobacteriaceae; and the Gram-positive S.
aureus. The Gammaproteobacteria P. aeruginosa did not
work at all.

In a final set of experiments, we used homologous
tmRNA-SmpB complexes in the presence of their corre-
sponding ESKAPE ribosomes. The use of the PURExpress
A Ribosome Kit allowed us to substitute commercial
E. coli ribosomes with ESKAPE variants we had prepared
in-house. We first confirmed the effectiveness of translation
using these ribosomes by synthesizing full-size sfGFP. For
all ribosomes used, a fluorescent signal was recovered, in-
dicating that the ESKAPE ribosomes translate well even if at
lower levels (Fig. 3A). The P. aeruginosa and E. cloacae
Enterobacteriaceae ribosomes gave the strongest signals,
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~45% and 35%, respectively, as compared to that of E. coli.
Al of the other signals were below 20%, even dropping un-
der 10% in the case of S. aureus.

Despite these rather poor translation rates, fluores-
cence was easily detected, so we also performed trans-
translation experiments using ESKAPE ribosomes (Fig.
3B). The goal was to improve the levels of the trans-trans-
lation signals previously recovered, but more importantly
to obtain a positive result for P. aeruginosa. The results
were finally conclusive for that bacteria, which gave a fluo-
rescent signal of ~10% compared to the control. This pos-
itive result could be linked to the quite efficient
translation obtained with these ribosomes (Fig. 3A). On
the other hand, the trans-translation levels of the other
bacteria did not improve, and were even lower in S. aure-
us. This could be due to the fact that the PURExpress sys-
tem is based on only E. coli translation factors, and their
low count limits their handling of canonical translation
(see Fig. 3A) or specific tmRNAs (e.g., tmRNA aminoac-
ylation by E. coli AlaRS or tmRNA-SmpB transport by E.
coli EF-Tu-GTP). However, and since our goal was to
detect variations of fluorescence after drug treatment
within each of the ESKAPE species, rather than comparing
the strains between each other, it was important to get a
correct and satisfactory signal for each one of the strains
individually. Toward this aim, we decided to use a more
sensitive spectrophotometer, that is, Synergy HTX from
BioTek. We adjusted the spectrophotometer gain func-
tion in order to ensure optimal detection of GFP fluores-
cence without saturation and applied the technique to the
homologous systems (tmRNA-SmpB and ribosomes from
the same ESKAPE), the ones that are the most interesting
for developing new inhibitors. The data obtained were
finally conclusive, within a range of 20,000-90,000AU
for translation as well as for trans-translation, allowing
for an accurate internal control in case of inhibition
(Supplemental Fig. 3).

1394 RNA (2021) Vol. 27, No. 11

DISCUSSION

Here we describe the use of GFP as a reporter for safe mea-
surement of the trans-translation activity of the six ESKAPE
systems in a cell-free protein synthesis system. The various
combinations we evaluated (four for each ESKAPE patho-
gen) have yielded different interesting strategies for the
disruption of trans-translation (Fig. 4).

The molecules being investigated for the development
of new anti-trans-translation antibiotics will have different
ways of interfering with tmRNA-SmpB binding to stalled ri-
bosomes. They could disrupt tmRNA-SmpB interactions,
or they could prevent interactions between the complex
and the ribosome, such as by blocking the entrance of
SmpB entirely or by preventing the passage of the com-
plex through the bridges which have to be open during
the process. Therefore, it is of great interest to have the
ability to evaluate the targeting of the three main actors
(tmRNA, SmpB, and the ribosome) independently as well
as in each ESKAPE system. Of the 24 combinations we test-
ed, 23 exhibited a signal strong enough for evaluating the
possible activity of inhibitors. The only one that did not was
the P. aeruginosa tmRNA-SmpB complex when used with
E. coli ribosomes. We first suspected that the tmRNA H5
helix, inspired from the E. coli helix (Supplemental Fig.
2B), might somehow have altered its activity. Therefore,
to avoid any possible effects of the helical rearrangement,
we constructed and tested new tmRNAGgpq4 variants for
P. aeruginosa but also E. coli, S. aureus, and E. faecium.
These tmRNAGrp11V2 constructs all have the full sequence
that encodes the eleventh beta-strand of GFP upstream of
the natural H5 helix (Supplemental Fig. 2C). However,
these variants did not have improved fluorescence, and
P. aeruginosa still did not emit signals. We also performed
new experiments by increasing twofold the amounts of
SmpB and two- to fourfold the amounts of tmRNA, but
without further success (not shown). We can thus exclude
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the idea that the different structural features between the
P. aeruginosa and E. coli ribosomes (Halfon et al. 2019)
are important enough to prevent the correct process
from occurring.

To permit the high-throughput screening of chemical
compounds in multiwell microplates it was important to
lower average screening costs of the current assay. To
enable this, we decreased the reaction scale of the assays
by reducing the final reaction volumes down to a micro-
liter scale. Proof-of-concept experiments were performed
with E. coli or ESKAPE homologous systems in final vol-
umes of 2 pL using the MANTIS liquid-handler instru-
ment (Formulatrix) or simply by using an electronic
micropipette. The resulting signals were strong enough
to allow for the easy detection of trans-translational activ-
ity. Indeed, the objective of this study was to create a
nonhazardous in vitro screening system for evaluating
trans-translation in ESKAPE pathogens, and to miniatur-
ize it for HTS applications, and the assays we performed
were convincing. We then decided to perform an exper-
iment demonstrating proof of principle by using an oligo-
nucleotide that interferes with the mRNA-like domain
(MLD) of tmRNA as well as CT1-83 and KKL-35, two
1,3,4-oxadiazole derivatives that were recently shown to
display a low in vitro activity against E. coli trans-transla-
tion (Guyomar et al. 2020). Toward this aim we used
again the homologous system including tmRNA, SmpB
and ribosomes from the same ESKAPE. The results on
trans-translation show a total inhibition of the process

159

when using the anti-sense, whatever the pathogen. On
the other hand, and despite a very slight and dose-de-
pendent effect of CT1-83 on P. aeruginosa and E. cloa-
cae and KKL-35 on S. aureus, none of the compounds
displayed any noticeable activity on the six ESKAPE sys-
tems (Fig. 5A). Of course, to avoid compounds that inhib-
it any necessary step for fluorescence (e.g., transcription,
translation, or GFP folding) to be scored as positive and
result in false positive hits, transcription-translation assays
were also performed using full GFP in the absence of
tmRNA-SmpB. This set of results confirmed the absence
of noticeable effect of the two oxadiazole compounds on
transcription-translation, while the signal was completely
abolished after chloramphenicol treatment (Fig. 5B).
While this is interesting, it especially confirms that new
classes of more efficient molecules are needed to target
trans-translation in ESKAPE pathogens.

Therefore, the system will clearly be very effective for
benchmarking the effects of new antibiotic compounds
that target trans-translation in highly pathogenic bacte-
ria, as well as aiding us to better understand the trans-
translation process in these bacteria. Its flexibility in the
choice of target bacterial species and the possibility for
varying the combinations of tmRNA, SmpB, and ribo-
somes are advantageous, making the identification of
new specific antimicrobial inhibitors easier. Ongoing
experiments in our laboratory are using this to screen
large chemical and natural product libraries for drug
discovery.
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MATERIALS AND METHODS

In silico analysis

Complete genomes were retrieved from the NCBI data-
base (March 2020). Chromosomes and plasmids (when
present) were studied separately. GenBank files were first
searched based on their textual annotation entries, using
the keywords “ArfA,” “yhdL,” and "alternative ribosome-
rescue factor” (for ArfA), or “ArfB,” “yaeJ, " “ribosome-as-
sociated protein,” and “peptidyl-tRNA hydrolase” (for
ArfB), or "RgcH,” “Rgc2 homolog” (for RgcH), or “RqcP,”
"YabO" (for RqcP). Missing loci were checked using
BlastN, BlastP, and tBlastN similarity-detection strategies
(Altschul et al. 1990) as well as comparative genomics,
with synteny analysis done using progressiveMauve
(Darling et al. 2010). All retrieved loci were compared using
the Reciprocal Best Hits method, and InterProScan (Jones
et al. 2014) was used on the corresponding proteins to
check for the presence of the IPRO05589/PF03889 (ArfA)
and IPRO00352/PF00472 (ArfB) domains. Frameshifted
loci were indicated as annotated in the GenBank files.

1396 RNA (2021) Vol. 27, No. 11

Finally, the presence and absence of K09890 (ArfA) and
K15034 (ArfB) were checked in the KEGG ORTHOLOGY da-
tabase (Kanehisa et al. 2016).

Plasmid construction and preparation

For each ESKAPE tmRNA, the internal open reading frame
was replaced by the eleventh beta-strand of the super-
folder GFP (sfGFP) preceded by the first conserved alanine
of native tmRNA.. In order to preserve the H5 helix, com-
pensatory mutations were added (Fig. 2B). Additionally,
the sequences were designed to carry a T7 promotor se-
quence in the 5’-end in order to realize transcription in vi-
tro. Note that the tmRNA 3’-end natural sequences from E.
faecium (UUG) and S. aureus (UAU) were replaced by CCA
so that the E. coli AlaRS could correctly aminoacylate
them.

We also produced tmRNAGgp11V2 variants for E. coli,
P. aeruginosa, S. aureus, and E. faecium species. This
tmRNAGgp11 series carries the full sequence encoding
the eleventh beta-strand of GFP upstream of the E. coli
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H5 helix (Supplemental Fig. 2C). In order to obtain mature
tmRNAGep11 by in vitro transcription, the tmRNAggp11 and
tmRNAGrp11V2 ESKAPE sequences were synthesized and
cloned into the pUC19 vector between the Hindlll and
BamHI restriction sites (Supplemental Table 1). For each
ESKAPE SmpB, GenScript synthesized the sequences
with codon optimization for E. coli, cloning them into the
PET22b(+) vector between the Ndel and Xhol restriction
sites to add a 6His histidine tag (Supplemental Table 2).
The generated plasmids, pUC19ESKAPEtMRNAGgp11 and
PET22b + ESKAPESMpPB (Supplemental Table 5), were am-
plified in E. coli NM522 cells, then extracted using a
NucleoBond Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel). Quantifica-
tion was performed using a SimpliNano Spectrophotome-
ter (Biochrom).

SmpB purification

The bacterial cultures and SmpB purification were all done
as previously described (Guyomar et al. 2020). His-tagged
E. coliand ESKAPE SmpB proteins (Supplemental Table 2)
were expressed from the pF1275 and the pET22b+
ESKAPE SmpB vectors under the control of a T7 promoter
in BL21(DE3)AssrA cells (Cougot et al. 2014). Briefly, BL21
(DE3)AssrA cells were grown in lysogeny broth (LB) at 30°C
supplemented with ampicillin (100 pg/ml) and kanamycin
(50 pg/mL). Protein expression was induced in the expo-
nential phase (ODggo = 0.6) with 0.1 mM isopropyl-p-b-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) overnight at 16°C. Cells
were harvested and washed, then resuspended in lysis
buffer (50 mM HEPES-KOH, 200 mM KCI, 20 mM imidaz-
ole,and 1 mM DTT pH 7.5). Cell lysis was performed using
a French press, and the lysate was centrifuged at 15,000
rom for 45 min at 4°C in a Beckman J2-MC with a JA-17 ro-
tor. The supernatant was then filtrated (0.2 um) and inject-
ed onto a Ni-NTA sepharose column (HisTrap FF, GE
Healthcare) previously equilibrated with the lysing buffer.
The column was washed with 100 mL lysis buffer and 50
mL washing buffer (50 mM HEPES-KOH, 200 mM KCl, 1
M NH,4Cl, imidazole 20 mM, and 1 mM DTT pH 7.5) before
elution with 500 mM imidazole. Finally, a 10 kDa Amicon
Ultra Centrifugal Filter (Merck Millipore) was used to con-
centrate the fractions containing pure SmpB, changing
the buffer to a concentration buffer (50 mM HEPES-KOH,
100 mM KClI, 10% glycerol, and 1 mM DTT pH 7.5). In or-
der to visualize SmpB, 50 pmol of denatured proteins was
analyzed on 15% SDS-PAGE gels. Proteins were detected
using InstantBlue protein stain (Expedeon) according to
the supplier’s instructions.

tmRNAGgp11 production

E. coli and ESKAPE tmRNAggp1; were produced as
previously described (Guyomar et al. 2020). Each
ESKAPE tmRNAGgpq1 was transcribed in vitro from the

pUC19ESKAPEtMRNAGEp11 plasmids. To generate the 3’
end needed for aminoacylation by AlaRS, the plasmid (10
pg) was completely digested by NEB BsmBl or Earl restric-
tion enzymes (Supplemental Table 5). After phenol/chloro-
form extraction, the purified digested plasmid was
precipitated, and the resulting pellets resuspended in 40
pL nuclease-free water. A MEGAscript T7 Transcription
Kit (Thermo Fisher Scientific) was used to produce each
ESKAPE tmRNAGgp11 before its purification using the cor-
responding MEGAclear Kit. Denatured tmRNAggp11 was
checked by electrophoresis on 8% Urea-PAGE gels,
stained with ethidium bromide, and visualized under ultra-
violet light.

DNA templates and oligonucleotide production

For trans-translation assays, the nonstop GFP1-10 se-
quence was produced by PCR using primers #1 and #2
and Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) with
PETGFP 1-10 vector as a template (Cabantous and
Waldo 2006; Supplemental Tables 3, 4). For translation as-
says, primers #1 and #3 from the same template were used
to amplify sfalaGFP, the superfolder GFP having an addi-
tional conserved alanine between the sfGFP1-10 and
sfGFP11 beta-strands (Supplemental Tables 3, 4). The re-
sulting PCR products were purified using a QlAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) and checked by agarose
electrophoresis. Both PCR products have a T7 promoter
upstream of their coding sequences. Antisense oligonu-
cleotide “A” was supplied by Eurofins (Supplemental
Table 3).

ESKAPE ribosome purification

Ribosomes were purified from Acinetobacter baumannii
(clinical isolate); Staphylococcus aureus (clinical isolate);
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); Enterobacter
cloacae (clinical isolate); Klebsiella pneumoniae (clinical
isolate); and Enterococcus faecium (HM1070). From an
overnight starter culture, 6-9 L of LB medium were inocu-
lated to reach an ODqg of 0.05, then stirred at 150 rpm at
37°C. Bacterial growth was stopped when the ODggo
reached 0.8 to 1.0. The cells were then centrifuged at
4000 rpm for 20 min at 4°C. Pellets (~2 g/L of culture)
were washed in a lysis buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 20
mM MgCl,, 200 MM NH,CI, 0.1 mM EDTA, and 6 mM B-
mercaptoethanol), centrifuged at 4000 rpm for 15 min at
4°C, and kept overnight at —80°C. Pellets were then sus-
pended in a Potter homogenizer in another lysis buffer
complemented with 1 mM CaCl,. Cells were lysed in a
French press at 1.0 kbar. To remove cellular debris, the ly-
sates were centrifuged using a type 50.2 Ti rotor at 18,200
rom for 30 min at 4°C. The superficial pellet layer was then
discarded, and the pellet resuspended in lysis buffer.
Ribosomes were isolated by centrifuging lysates on a
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30% sucrose cushion at 31,500 rpm for 19 h at 4°C. The
superficial layer of pellets was again discarded, leaving
only the transparent pellets which were then resuspended
in conservation buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM
MgCl;, 50 MM NH,CI, 0.1 mM EDTA, and 6 mM B-mercap-
toethanol). Any remaining contaminants were removed by
a final centrifugation at 18,200 rpm for 1 h at 4°C.
Ribosomes were concentrated using a Centricon (Merck
Millipore) with a cut-off of 100K, flash-frozen in nitrogen,
and conserved at —80°C.

Trans-translation assays

In vitro trans-translation assays were performed using the
PURExpress In Vitro Protein Synthesis and A Ribosome
Kits (New England Biolabs). For trans-translation assays,
PURExpress was supplemented by 62.5 ng purified PCR
product encoding for nonstop sfGFP1-10, 12.5 pmol
tmRNAGgp11, 25 pmol SmpB, and 50 pmol antisense
A. Where necessary (A Ribosome), 6.725 pmol ribosomes
were also added. These reactions were performed in a final
reaction volume of 10 pL, with PURExpress diluted by a
final factor of 1.6 with Buffer Ill (HEPES-KOH 5mM pH7.5,
MgOAc 9mM, NH4ACI 10mM, KCI 50mM, and DTT 1TmM).
A Step One Plus PCR system (Applied Biosystems) was
used forincubation at 37°C as well as for fluorescence mea-
surements over 710 min.

Translation assays

In vitro translation assays were performed using a
PURExpress A Ribosome Kit. To produce the sfalaGFP,
the PURExpress A Ribosome was diluted to a final factor
of 1.6 with Buffer lll, to which was added 62.5 ng purified
PCR product and 6.725 pmol of the appropriate ribosomes
in afinal reaction volume of 10 L. The translation reactions
were incubated at 37°C, and fluorescence was measured
over 710 min using a Step One Plus.

Miniaturization of the trans-translation assays
for HTS

In vitro miniaturization of the trans-translation assays
was performed using the PURExpress In Vitro Protein
Synthesis A Ribosome Kit (New England Biolabs). The mix
was diluted by a factor of 1.6 after addition of 2.5 uM
SmpB, 1.25 pM tmRNAGFP11, 672.5 nM ribosomes, 6.25
ng/uL of purified PCR product encoding for nonstop
sfGFP1-10 and 5 uM antisense A. A total of 2 L of neutral
control (10% DMSO), 2 pL of positive control (10 pM
Antisense B in 10% DMSO) and compounds in 10%
DMSO were mixed together in a gPCR 96-well plate.
CT1-83 oxadiazole compound was provided by Dr.
Mickael Jean (Univ. Rennes) and KKL35 by Sigma
Chemicals, respectively. Compounds and controls were
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then dried in a SpeedVac Concentrator before being resol-
ubilized by adding 2 pL of PURExpress Mix in the same
plate. Incubation at 37°C and fluorescence measurements
over 310 min were simultaneously performed thanks to
Synergy HTX from BioTek. The intensities of GFP were
measured with the excitation filter at 485/20 and the emis-
sion filter at 528/20. The gain used was 116 for E. faecium,
S. aureus, A. baumannii and P. aeruginosa and 100 for K.
pneumoniae and E. cloacae.

The transcription-translation control assays were per-
formed in the same way, except that nonstop sfGFP1-10
was replaced by full sfGFP, in the absence of tmRNA and
SmpB. The positive control was then Chloramphenicol at
100 pM in 10% DMSO.
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Supplemental material is available for this article.
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Article 2
« Impact of 3-deazapurine nucleobases on RNA properties »

Raphael Bereiter, Maximilian Himmelstof3, Eva Renard, Elisabeth Mairhofer, Michaela
Egger, Kathrin Breuker, Christoph Kreutz, Eric Ennifar, et Ronald Micura. Nucleic Acids
Research 49, no 8. Avril 2021.

L’équipe de Ronald Micura étudie I'impact de la modification des ARN sur leur
structure et la formation de liaisons. Dans cet article, Bereiter et al. étudient l'impact
des nucléosides déazapurine tels que la 3-déazaadénosine (c3A) et de la 3-
déazaguanosine (c*G). Via des expériences de spectroscopie RMN et d’étude de la
structure par cristallographie, nous avons mis en évidence une diminution de la
stabilité d'appariement en présence de ces modifications, les effets étant plus
prononcés pour les nucléosides 3-déazapurine (c®A) par rapport a leurs isomeres
constitutionnels (c’G, c’A). Cette étude participe a une meilleure compréhension

globale de cette classe de modifications nucléosidiques.

Jai contribué a cet article en produisant les cristaux pour la résolution de la
structure d'un ARN modifié avec une 3-déazaadénosine (c?A). En effet, 'équipe de
Ronald Micura utilisent le fragment de la boucle sarcine-ricine (SRL), composé de
27 nucléotides, de 'ARNr 23 S d'E. coli, comme charpente afin de visualiser a tres haute
résolution les modifications introduites dans I’ARN. Cela a permis d’étudier au niveau
structural l'impact d’'une telle modification. Il a été montré que la modification
n'impacte pas la géométrie de la paire de base mais influe sur le réseau local

d’interaction avec des molécules d’eau.
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ABSTRACT

Deazapurine nucleosides such as 3-deazaadenosine
(c3A) are crucial for atomic mutagenesis studies of
functional RNAs. They were the key for our cur-
rent mechanistic understanding of ribosomal pep-
tide bond formation and of phosphodiester cleav-
age in recently discovered small ribozymes, such as
twister and pistol RNAs. Here, we present a compre-
hensive study on the impact of c3A and the thus far
underinvestigated 3-deazaguanosine (c3G) on RNA
properties. We found that these nucleosides can de-
crease thermodynamic stability of base pairing to a
significant extent. The effects are much more pro-
nounced for 3-deazapurine nucleosides compared
to their constitutional isomers of 7-deazapurine nu-
cleosides (c’G, c’A). We furthermore investigated
base pair opening dynamics by solution NMR spec-
troscopy and revealed significantly enhanced imino
proton exchange rates. Additionally, we solved the
X-ray structure of a c®A-modified RNA and visual-
ized the hydration pattern of the minor groove. Im-
portantly, the characteristic water molecule that is
hydrogen-bonded to the purine N3 atom and always
observed in a natural double helix is lacking in the
3-deazapurine-modified counterpart. Both, the find-
ings by NMR and X-ray crystallographic methods
hence provide a rationale for the reduced pairing
strength. Taken together, our comparative study is
a first major step towards a comprehensive under-
standing of this important class of nucleoside modi-
fications.

INTRODUCTION

Deazapurine nucleosides have been intensively applied in
atomic mutagenesis studies of biologically relevant RNAs
(1-5). The replacement of a single nitrogen atom by a car-
bon atom can be critical because the acid-base properties
of the nucleobase are dramatically changed and hydrogen
acceptor/donor properties are erased at the specific posi-
tion (6-8). This can be determining for RNA base pairing
(8,9), for RNA recognition of other nucleic acids (e.g. DNA,
2’-OCHj3 RNA) (6), proteins (3), small molecules (8), and
ions (9), and this can also be crucial with respect to RNA-
catalyzed reactions (4,10-13). Concerning the latter, atomic
mutagenesis lead to our current in-depth understanding of
the chemical mechanism of phosphodiester cleavage of the
recently discovered twister and pistol ribozymes (14-16).
Similarly, atomic mutagenesis of the peptidyl transferase
center in the ribosome center allowed to critically evaluate
the mechanistic proposals for peptide bond formation that
arose from interpretations of static crystal structures (17
20). These functional assays contributed significantly to a
profound comprehension of ribosomal protein synthesis.

Suitable deazanucleosides for informative RNA atomic
mutagenesis experiments are 7-deazaadenosine (c’A)
(4,11-13,15,16), 3-deazaadenosine (c*A) (14,20), 1-
deazaadenosine (c'A) (11,12,14,20), 7-deazaguanosine
(c’G) (13,15) and 3-deazacytidine (¢*C) (13,21). Moreover,
3-deazaguanosine (c*G) and 1-deazaguanosine (c!G)
would be highly useful for RNA atomic mutagenesis,
however, such studies are very rare (22) because syn-
thetic access to appropriate phosphoramidite building
blocks and to the corresponding RNAs is challenging
(22,23). In general, 3-deazapurine modified RNAs appear
underinvestigated when compared to the 7-deazapurine
modified counterparts (24-28). Besides, more is known
about deaza-modified DNA compared to deaza-modified
RNA (29-38).

*To whom correspondence should be addressed. Tel: +43 512 507 57710; Fax: +43 512 507 57799; Email: ronald.micura@uibk.ac.at
The authors wish it to be known that, in their opinion, the first two authors should be regarded as Joint First Authors.
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Therefore, we set out to accomplish a thorough chemical
and biophysical analysis of 3-deazapurine containing RNA,
along with the improvement of the synthesis of ¢*G contain-
ing RNA beforehand. We here describe the impact of 3G
and c*A on RNA properties. Based on UV-spectroscopic
melting experiments, a detailed thermodynamic analysis of
duplex and hairpin stabilities is provided and the effects on
base pairing are discussed in the light of the sequence con-
text. Furthermore, solution NMR spectroscopy sheds light
on base pair opening dynamics. In addition, we have solved
the X-ray structure of a c3A containing RNA at atomic res-
olution to disclose crucial structural features, such as ri-
bose puckers, hydrogen-bonding networks, and hydration
patterns of the deazanucleoside, and to correlate them to
base pairing properties.

MATERIAL AND METHODS
Synthesis and characterization of organic compounds

Reagents were purchased in the highest available quality
from commercial suppliers (Merck/Sigma-Aldrich, ABCR,
VWR, ChemGenes, CarboSynth) and used without fur-
ther purification. All reactions were carried out under ar-
gon atmosphere, unless otherwise noted. Analytical thin-
layer chromatography (TLC) was performed on Macherey-
Nagel Polygram® SIL G/UV,s, plates. Silica gel 60 (mesh
size 0.04 — 0.063 mm) for column chromatography was pur-
chased from Macherey-Nagel. The procedures for chem-
ical synthesis of phosphoramidites 8 and 9, and the 6-
chloro-3-deazapurine 14 and their characterization data are
available in the Supporting Information (phosphoramidite
8: eight steps, eight chromatographic purifications, 13%
overall yield; total amount synthesized: 0.90 g; phospho-
ramidite 9: ten steps, 10 chromatographic purifications, 9%
overall yield; total amount synthesized: 0.80 g; 6-amino-3-
deazapurine 15: 4 steps, four chromatographic purifications,
54% overall yield; total amount synthesized: 5 g). 'H, 13C,
and 3'P NMR spectra were recorded on a Bruker Ultra-
shield™ 400 Plus spectrometer. Chemical shifts (3) are re-
ported relative to tetramethylsilane (TMS), referenced to
the residual solvent signal (DMSO-ds: 2.50 ppm for 'H and
39.52 ppm for *C NMR spectra; CDCls: 7.26 ppm for 'H
and 77.16 ppm for 3C NMR spectra). The following ab-
breviations were used to denote multiplicities: s = singulet,
d = doublet, t = triplet, q = quadruplet, m = multiplet, b
= broad. Signal assignments are based on '"H-'H-COSY,
'"H-3C-HSQC and 'H-'3C-HMBC experiments. High res-
olution mass spectra were recorded in positive ion mode on
a Thermo Scientific Q Exactive Orbitrap, ionized via elec-
trospray at 3.7 kV spray voltage.

RNA solid-phase synthesis

Standard phosphoramidite chemistry was applied for RNA
strand elongation and incorporation of 3-deazaguanosine
(N?-Tfa, 2’-O-Tbs and N?-Tfa, 2'-O-CEM; >98% coupling
yield), 3-deazadenosine (N°-Bz, 2'-O-TIPS; >92% cou-
pling yield), 7-deazaguanosine (N-iBu, 2'-O-Tbs; >98%
coupling yield) and 7-deazaadenosine (N®-Bz, 2/-O-Tbs;
>98% coupling yield). 2-O-TOM and acetyl protected

nucleoside phosphoramidite building blocks and 2'-O-
Tbs 1000 A CPG solid support (>15nt) were purchased
from ChemGenes, Primer support™ 5G (<15nt) was
purchased from GE Healthcare. All oligonucleotides were
synthesized on an ABI 391 or ABI 392 Nucleic Acid
Synthesizer following standard methods: detritylation (90
sec) with dichloroacetic acid/1,2-dichloroethane (4/96);
coupling (5.0 min) with phosphoramidites/acetonitrile
(100 mM, 200 pl) and benzylthiotetrazole / acetonitrile
(300 mM, 500 pl); capping (2 x 25 s) with Cap A/Cap
B (1/1) for A, /G & c¢’A modified RNA, Cap A:
4-(dimethylamino)pyridine/acetonitrile (500 mM), Cap
B: acetic anhydride/sym-collidine/acetonitrile (2/3/5)
and Cap A mild/Cap B mild (1/1) for ¢*G modified
RNA, Cap A mild: phenoxyacetic anhydride/acetonitrile
(100 mM), Cap B mild: N-methylimidazole/sym-
collidine/tetrahydrofuran (0.160/0.265/10); oxidation (60
sec) with iodine (20 mM) in tetrahydrofuran/pyridine/H,O
(35/10/5). Solutions of phosphoramidites, tetrazole and
Cap were dried over activated molecular sieves (3 A)
overnight.

Deprotection, purification and quantification of natural and
modified RNA

For basic deprotection of natural, ¢*G, ¢’A, ¢’G and ¢’A
modified RNA, the solid support was mixed with aqueous
methylamine (40%, 0.65 ml) and aqueous ammonia (28%,
0.65 ml) for 15 min at 65°C or 3 h at 37°C. The supernatant
was removed and the solid support was washed twice with
0.5 ml tetrahydrofuran/H,O (1/1). Combined supernatant
and washings were evaporated to dryness and the residue
was dissolved in a solution of tetrabutylammonium fluo-
ride in tetrahydrofuran (1.0 M, 1.5 ml) and incubated for
14 h at 37°C for removal of 2’-O-silyl protecting groups.
The reaction was quenched by addition of triethylammo-
nium acetate/H,O (1.0 M, 1.5 ml, pH 7.4). Tetrahydro-
furan was removed under reduced pressure and the sam-
ple was desalted with size-exclusion column chromatogra-
phy (GE Healthcare, HiPrep™ 26/10 Desalting; Sephadex
G25) eluting with H,O; collected fractions were evapo-
rated and the RNA dissolved in H,O (1 ml). The crude
RNA was purified by anion exchange chromatography on
a semipreparative Dionex DNAPac®) PA-100 column (9
mm x 250 mm) at 80°C with a flow rate of 1 ml/min (elu-
ent A: 6 M urea, 25 mM Tris-HCI, pH 8.0; eluent B: 500
mM NaClOy4, 6 M urea, 25 mM Tris-HCl, pH 8.0). Frac-
tions containing RNA were diluted with 0.1 M triethy-
lammonium bicarbonate solution, loaded on a C18 Sep-
Pak Plus® cartridge (Waters/Millipore), washed with H,O
and eluted with acetonitrile/H,O (1/1). Crude and purified
RNA were analyzed by anion exchange chromatography on
a GE Healthcare Akta Explorer HPLC System containing
a Dionex DNAPac® PA-100 column (4 mm x 250 mm)
at 80°C with a flow rate of 1 ml/min. For RNA shorter or
equal to 15 nucleotides, a gradient of 0-40% B in 30 minutes
and for RNA longer than 15 nucleotides a gradient of 0-
60% B was used; Eluent A: 6 M urea, 25 mM Tris-HCI, pH
8.0; Eluent B: 500 mM NaClOy, 6 M urea, 25 mM Tris-HCI,
pH 8.0. HPLC traces were recorded at UV absorption by
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260 nm. RNA quantification was performed on an Implen
P300 Nanophotometer.

Mass spectrometry of oligoribonucleotides

RNA samples (3 pl) were diluted with 40 mM
Na,H,(EDTA)/H,O (5/4) for a total volume of 30
wl, injected onto a C18 XBridge column (2.5 pm, 2.1 mm
x 50 mm) at a flow rate of 0.1 ml/min and eluted with 0—
100% B gradient at 30°C (eluent A: 8.6 mM triethylamine,
100 mM 1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol in H,O; eluent
B: methanol). RNA HPLC runs were analyzed on a Finni-
gan LCQ Advantage Max electrospray ionization mass
spectrometer with 4.0 kV spray voltage in negative mode.
Characterization of the c*G modified 47mer was performed
on a7 T FT-ICR-MS (Bruker Daltonics — Apex Ultra 70).
Sample preparation: 2 M RNA in 1:1 H,O/CH3;OH with
20 mM imidazole and 20 mM piperidine (pH ~ 10). The
sample was measured in negative ion mode at a flow rate of
90 pl/h and a skimmer potential of =50 V for ESI and —60
V for CAD (spectra averaged CAD: 400, spectra averaged
ESI: 50, capillary voltage 3.1 kV, spray shield 2.7 kV, dry
temperature 200°C. A collision energy of 12 V was applied
in the CAD experiments.

Melting curve measurements of oligoribonucleotides

RNA samples were lyophilized as triethylammonium salts,
dissolved in 800 or 330 wl buffer (10 mM Na,HPO,4 (pH
7.0) containing 150 mM NaCl) and transferred into UV per-
meable high precision cells made of quartz SUPRASIL®
with a light path of 10 mm or 1 mm. UV melting profiles
were recorded at 250 and 260 nm on a Varian Cary-100
spectrophotometer equipped with a multiple cell holder and
a peltier temperature control device. Each RNA was mea-
sured at five different concentrations ranging from 1 to 100
wM. Ty, values were determined by calculating the first
derivative. Thermodynamic parameters were determined
according to (49,50). The error limits for AG, AH and AS
reflect the standard deviation of three (duplex) or five (hair-
pin) independent measurements for a confidence interval of
95%.

NMR experiments

RNA samples were lyophilized as triethylammo-
nium salts, dissolved in 500 wl NMR buffer (15 mM
Na[AsO,(CH3),]-3H,0, 25 mM NaCl, 3 mM NaN3, in
H,0/D;,0 9:1, pH 6.5) and transferred into 5 mm NMR
tubes. Sample concentrations varied between 0.05 and 0.3
mM and experiments were run at 298 K unless otherwise
stated. All NMR experiments were conducted on a Bruker
600 MHz Avance II+ NMR or a 700 MHz Avance Neo
NM both equipped with a Prodigy TCI probe.

Determination of imino proton water exchange rates by
CLEANEX-PM experiment. The CLEANEX-PM NMR
experiments were carried out in the following buffer: 15
mM Na[AsO,(CHj3),]-3H,0, 25 mM NaCl, 3 mM NaNj,
in H,O/D,0 9:1, pH 6.5. The same buffer stock solu-
tion was used for all samples to rule out changes in imino
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proton—bulk water exchange rates due to differences in the
buffer composition. The CLEANEX-PM pulse sequence is
available from the Bruker standard experiment collection
(zgexesgp) with an excitation sculpting water suppression
element. A standard excitation sculpting water suppression
experiment (zgesgp) was used as the reference experiment.
For the determination of the water 7 relaxation times un-
der the experimental conditions a saturation recovery exper-
iment was used and the longitudinal water relaxation time
ranged between 3.03 s (3G RNA) and 3.13 s (unmodified
RNA). The following experimental parameters were used:
spectral width 24 ppm, olp: 4.7 ppm, number of scans 2048,
dummy scans 32, interscan delay 1.5 s. Shaped pulse param-
eters were set via the getprosol/ command and the hard 90°
'H pulse. The mixing times were set to 5, 25, 50, 50, 100,
100, 150, 200, 300, 400, 400 and 500 ms for both duplexes.
The NMR spectra were processed in TOPSPIN 4.0.9 us-
ing a line broadening factor of 10 Hz (Ib value set to 10).
The absolute peak intensities of the CLEANEX-PM exper-
iments and the reference experiments were determined and
used to obtain the relative intensities. The data was then ex-
ported to MATLAB and the build-up curves were fitted to
the following equation:

k
(Rl A+ k— R],water)

% {e_R(l.wulﬂr')trm.\) _ e(_Rl'A+k)Tn1ix}

1/ =

with 7/1, relative peak intensity, k imino proton—bulk wa-
ter exchange rate (s™!), R} yacer longitudinal water exchange
rate, Tmix CLEANEX-PM mixing times (s) and Rj 4 is a
combination of the longitudinal and transverse relaxation
rate of the imino proton resonance (floating parameter dur-
ing fitting). Errors in exchange rates were estimated from
replicate experiments and obtained from 1000 Monte-Carlo
runs.

Determination of the pK, value of 3-deazaguanosine by NMR
spectroscopy. For the pH dependent 'H and *C NMR
experiments, 22 mg of 3-deazaguanosine were dissolved in
600 wl buffer (15 mM sodium phosphate, 25 mM NaCl, 0.1
mM EDTA, pH 6.9) and transferred into a 5 mm NMR
tube. The chemical shifts of C2 and C6 were recorded on a
Bruker 600 MHz Avance 11+ equipped with a Prodigy TCI
probe. The pH-value was determined using a Sigma-Aldrich
micro pH combination glass electrode. At each pH-value,
'"H NMR spectrum and 3C NMR spectra at natural abun-
dance with power gated decoupling were measured.

The pK, values were obtained by fitting the data to the
following equation:

H—pk,
s _ sdepromnute(l X 10(‘” Pha) + (Spromnnted
obs = 1+ 10WH-Pk)

With 8,5, observed '*C chemical shift at the respective
pH value, Sueprotonated 13C chemical shift of deprotonated
species and 8eproronarea 1> C chemical shift of the protonated
species.
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Table 1. Thermodynamic data of deazapurine modified RNA?

No. RNA sequences 5’ to 3’ Tm (CC)°® AT (°C) AG°298 (kcal mol ') © AH°298 (kcal mol~') ¢ AS° (cal mol~! K1) ¢
I GGCAGAGGC / GCCUCUGCC 66.7 - -16.5 £ 0.4 -79.7 £ 4.6 212 + 14
Ia GGCAC*GAGGC / GCCUCUGCC 62.8 -39 -152 £ 0.5 -74.8 £ 4.7 -199 + 14
Ib GGCAGc*AGGC / GCCUCUGCC 63.8 -2.9 -16.0 £ 0.3 -80.0 £ 1.8 215+ 5
Ic GGCAc’GAGGC / GCCUCUGCC 67.2 +0.5 -16.7 £ 0.6 -80.1 £ 54 213 £ 16
Id GGCAGc’AGGC / GCCUCUGCC 66.5 -0.2 -16.1 £ 0.6 -76.6 £ 4.2 -203 £ 12
11 GAAGGGCAACCUUCG 73.3 - -7.0 £ 0.2 -52.8 £ 1.3 -153 £ 4
IIa GAAc*GGGCAACCUUCG 64.2 -9.1 -6.2 £ 0.2 -53.5 £ 1.6 -159 £ 5
1Ib GAAGGGCAACCUUCG 65.4 -1.9 —-6.4 £ 0.3 -53.8 £ 2.0 -159 £ 6
IIc GAAc’GGGCAACCUUCG 68.5 4.8 -6.5 £ 0.3 -51.5+ 1.9 -151 £ 5
1Id GAc’AGGGCAACCUUCG 69.8 -3.5 -6.6 £ 0.4 -523 £33 -153 £ 10
I GGUCGACC 58.3 - 132 £ 0.9 64.6 + 8.6 172 £+ 26
1Ia GGUCCGACC 44.8 13.5 11.4 £ 0.5 747 + 6.4 213 £ 20
IIIb GGUCGE*ACC 48.5 9.8 11.7 £ 0.9 68.1 + 8.8 189 + 26
Il GGUCC'GACC 55.9 2.4 -134 £ 1.0 -70.6 + 8.5 -192 + 25
11d GGUCGC'ACC 55.6 2.7 13.0 + 0.6 67.0 + 4.6 181 + 14
ur GGCUAGCC 60.7 - -145 £ 1.1 -723 £ 9.5 -194 £+ 28
1ra GGCUAC*GCC 47.7 -13.0 -11.8 £ 0.8 -70.9 + 8.3 -199 + 25
11r’b GGCUCAGCC 47.7 -13.0 -10.7 £ 0.6 -56.5 £ 6.2 -154 £ 19
e GGCUAC'GCC 58.6 -2.1 -13.7 £ 0.7 -68.8 £ 7.3 —185 + 22
1rd GGCUC’AGCC 59.7 -1.0 -142 £ 0.6 -71.8 £ 6.9 -193 + 21

“Buffer: 10 mM Na, HPOy, 150 mM NaCl, pH 7.0. AH and AS values were obtained by van’t Hoff analysis or based on RNA concentration dependent measurements according

to references 49 and 50.
The estimated errors of UV-spectroscopically determined T, values are 40.3°C.

¢Errors for AH and AS were determined from three (RNAs I, II, and III") and five (RNAs IT) independent measurements; in general, errors arising from noninfinite cooperativity
of two-state transitions and from the assumption of a temperature-independent enthalpy, are typically 10—15%. Additional error is introduced when free energies are extrapolated

far from melting transitions; errors for AG are typically 3—5%.

Crystallization and structure solution of a c3A modified RNA

Oligoribonucleotides of 27 nucleotide length correspond-
ing to the sequence of Escherichia coli 23 S rRNA sarcin-
ricin loop (SRL) and containing a 3-deazaadenosine at po-
sition 2670 were used for crystallization. The RNA was dis-
solved at a concentration of ~350 wM in a buffer made
of Tris—HCl (10 mM), Na,H,EDTA (1 mM), pH 8.0. The
RNA sample was then heated to 55°C and cooled down
to 10°C using a temperature-controlled device equipped
with a Peltier element. Only one unique cubic-shaped crys-
tal of ¢c?A2670-modified RNA could be obtained. It grew
after one month at 20°C using vapor diffusion method
by mixing two volumes of RNA sample with one vol-
ume of a crystallization buffer made of ammonium sul-
fate (2.5 M), magnesium acetate (10 mM), and 2-(N-
morpholino)ethanesulfonic acid (MES) (50 mM), pH 5.6
(the other drops made in identical conditions led to spherul-
lites). Prior data collection, the crystal was cryoprotected
for about 5 min in a reservoir solution containing 15% of
glycerol and 3.0 M of ammonium sulfate, flash-frozen in
liquid ethane and then transferred into liquid nitrogen. The
collection of X-ray diffraction data has been done on the
X06DA beamline at the SLS synchrotron, Villigen, Switzer-
land. Processing of the data was done with the XDS Pack-
age (71) and the structure was solved by molecular replace-
ment with MOLREP (72) using the related PDB ID 3DVZ
unmodified SRL RNA model. The structure was refined
with the PHENIX package (73). Models were built us-
ing Coot (74). Alternative conformations were visible for
residues 2647-2650. Coordinates have been deposited with
the PDB database (PDB ID 7L3R for c?A2670-modified
SRL).

RESULTS AND DISCUSSION

Improved ¢3G building block with N2-Tfa and 2’-OTbs pro-
tection

For the solid-phase synthesis of c’A and ¢*G modified
RNA, appropriate phosphoramidite building blocks are
needed. Their syntheses have been a bottleneck for a long
time (18,22), with new and more powerful routes coming
up only recently (23,28).

A practical synthesis for c*G phosphoramidites from in-
expensive starting materials has been introduced by our re-
search group (23). Therein, the phenoxyacetyl (Pac) and
2-cyanoethoxymethyl (Cem) groups block the N*- and 2'-
hydroxyl functionalities, while the O° atom remains unpro-
tected. This building block was successfully incorporated
into a short 5 nt RNA strand. Deprotection of the N-
phenoxyacetyl group, however, requires rather long reac-
tion times and high pH values which causes degradation
when longer oligoribonucleotides are envisaged. To solve
this problem, we here demonstrate the installation of a more
base-labile protection group for the exocyclic amine of ¢*G,
resulting in N?-trifluoroacetyl protected 3-deazaguanosine
phosphoramidite 8. Distinct to our previously introduced
¢>G building block, we used 2-O-tert.-butyldimethylsilyl
(Tbs) protection (instead of the 2’-O-Cem group) to guaran-
tee widest possible compatibility with standard RNA solid-
phase synthesis.

The synthesis started from the previously reported 3-
deazaguanosine key intermediate 1 (23) (Scheme 1). The ap-
plication of the temporary O-tert.-butyldimethylsilyl (Tbs)
instead O-acetyl protection (compound 2) was necessary
because of otherwise partial acetyl transfer to the N> amino
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Scheme 1. Synthesis of the novel ¢3G phosphoramidite building block 8. Reagents and conditions: (a) MeNH3 in ethanol, room temperature, 1 h, 99%; (b) 6
equiv zert-butyldimethylsilyl chloride (TbsCl), 7 equiv imidazole in DMF, room temperature, 72 h, 90%; (c) 1.2 equiv trifluoroacetamide, 1.4 equiv Cs;COs3,
0.05 equiv Pdy(dba)z, 0.15 equiv Xantphos in 1,4-dioxane, 110°C, 5 h, 90%; (d) 4.1 equiv tetra-n-butylammonium fluoride trihydrate in tetrahydrofuran,
room temperature, 2 h, 87%; () 1.15 equiv 4,4'-dimethoxytriphenylmethyl chloride, 0.05 equiv 4-(N,N-dimethylamino)pyridine in pyridine, room temper-
ature, 16 h, 74%; () 1.9 equiv TbsCl, 1.9 equiv AgNO3, in tetrahydrofuran, room temperature, 16 h, 39% (after two rounds of 2',3’ equilibration); (g) 0.33
equiv Pd/C 10%, H; in tetrahydrofuran/ethanol 4:1, room temperature, 4 h, 79%; (h) 3.0 equiv 2-cyanoethyl-N,N,N',N'-tetraisopropylphosphorodiamidite,
0.5 equiv 5-(benzylthio)-1 H-tetrazole in dichloromethane, room temperature, 18 h, 79%.

group under the conditions required for the next step,
namely the installation of the N?-trifluoroacetylamino (Tfa)
functionality: Pd catalyzed cross coupling between trifluo-
roacetamide and bromo compound 2 by using Buchwald-
Hartwig conditions gave derivative 3 in excellent yields.
Deprotection of the Tbs groups proceeded smoothly with
tetra-n-butylammonium fluoride (TBAF) in tetrahydrofu-
ran to furnish compound 4. Then, the functionalization
of 4 into the desired ¢’G phosphoramidite 8 required
four more transformations. First, nucleoside 4 was con-
verted into the dimethoxytritylated compound 5, using
4,4'-dimethoxytriphenylmethyl chloride in pyridine. Then,
Tbs-protection according to Ogilvie (39) with silver ni-
trate proceeded with rather low stereoselectivity (about
3:2), but in combination with base-induced equilibration
the overall yield was increased to 39% for compound 6.
At this point, we note that we did not follow up our ini-
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tial attempts to take advantage of the Beigelman 5,3'-
silyl clamp and 2’-O-Tbs protection concept (40) for com-
pound 1 because of low yields. The O°-benzyl group of
nucleoside 6 was cleaved by Pd/C-catalyzed hydrogena-
tion to provide the free lactam moiety in derivative 7.
Finally, phosphitylation was executed with 2-cyanoethyl-
N,N,N',N'-tetraisopropylphosphorodiamidite in the pres-
ence of 5-(benzylthio)-1H-tetrazole. Starting from nucle-
oside 1, our route provides phosphoramidite 8 with 13%
overall yield in eight steps involving eight chromatographic
purifications; in total, 0.90 g of compound 8 was obtained
during the course of this study.

Additionally, we synthesized the N2-Tfa protected build-
ing block 9 to take advantage of the less bulky 2'-O-
(2-cyanoethoxy)methyl protecting group if short coupling
times during solid-phase synthesis would be needed (see the
Supporting Information and Scheme 2).
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Figure 1. Characterization of ¢?G-modified RNA. (A) Anion-exchange
HPLC traces of 8 nt RNA (top) and LC-ESI iontrap mass spectrum (bot-
tom); (B) Anion-exchange HPLC traces of 47 nt RNA (top) and ESI FT-
ICR mass spectrum (bottom). HPLC conditions: Dionex DNAPac col-
umn (4 x 250 mm), 80°C, 1 ml min 1. 0-40% buffer B (for 8 nt RNA) in
buffer A within 30 min; 0-60% buffer B (for 47 nt RNA) in buffer A within
30 min; buffer A: Tris—=HCl (25 mM), urea (6 M), pH 8.0; buffer B: Tris-
HCI (25 mM), urea (6 M), NaClO4 (0.5 M), pH 8.0. See the experimental
for LC-ESI MS conditions.

Synthesis of ¢>G containing RNA

The incorporation of building blocks 8 and 9 into olig-
oribonucleotides proceeds with high coupling rates and
excellent yields using standard RNA solid-phase synthe-
sis protocols and, as intended, significantly milder condi-
tions can be used to reach complete deprotection of the
c*G containing oligonucleotides. Figure 1 exemplarily il-
lustrates the synthesis of 8 and 47 nt long RNA oligonu-
cleotides with a single ¢’G modification (for a complete
list of synthesized oligos see Supplementary Table S1). In
short, the ¢’G phosphoramidite building blocks 8 or 9
were applied in combination with standard N-acetylated 2'-
O-[(triisopropylsilyl)oxy]methyl (TOM) phosphoramidites
and the oligomers were assembled on controlled pore glass
(CPG) supports (41). Cleavage from the solid support and

deprotecting of the base labile groups were accomplished
by treatment with methylamine/ammonia in water (1:1 mix-
ture of 40% aqueous methylamine and 30% aqueous ammo-
nia (AMA) for 3 h at 37°C room temperature or 15 min at
65°C). Subsequently, deprotection of the 2-O-silyl groups
(and the 2’-O-Cem group in case of 9) was carried out with
tetra-n-butylammonium fluoride trihydrate in tetrahydro-
furan for 14 hours at 37°C. The reaction was quenched
by the addition of triethylammonium acetate buffer at pH
7.4. Salts were removed by size-exclusion chromatography.
Analysis by anion exchange chromatography under strong
denaturing conditions usually gave a major peak for the de-
sired RNA which was further purified by anion exchange
chromatography on a semipreparative column. The molec-
ular weights of the purified RNAs were confirmed by LC—
ESI-MS (Supplementary Table S1) and the sequences were
confirmed by top-down mass spectrometry (MS) using a
Fourier-transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) mass
spectrometer (42) (Supplementary Table S2).

Synthesis of c*A containing RNA

The synthetic path of the c*A nucleoside building block
has been merged from two routes that we published ear-
lier (Scheme 3) (18,28). The key reaction is a silyl-Hilbert—
Johnson nucleosidation using unprotected 6-amino-3-
deazapurine 15 and benzoyl-protected 1-O-acetylribose
(28). We then proceeded with NS-benzoyl protection
(18) instead of N®-(di-n-butyl)amidine protection (28)
for the following reason: The introduction of the 2'-O-
triisopropylsilyl group is not regioselective and results in
a mixture of 2'- and 3'-O-regioisomers; the required chro-
matographic purification of this mixture is more straight-
forward for the N°-benzoyl protected regioisomers (com-
pared to the N°-(di-n-butyl)amidine counterparts) because
of the significantly larger gap in retention times. Further-
more, in this work we also optimized the access to 6-amino-
3-deazapurine 15 and its precursor 6-chloro-3-deazapurine
14 on large scale and starting from cheap materials (Scheme
3) (43,44). Solid-phase synthesis of ¢*A-modified building
block 17 into RNA was performed using standard proto-
cols as described earlier (15).

Base pairing properties of ¢>G and c3A containing RNA

To the best of our knowledge, hardly anything is known
about the impact of 3-deazapurine nucleosides on base pair-
ing in regular RNA. We therefore set out to analyze the
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Scheme 3. Synthesis of the novel c>A phosphoramidite building block 16. Reagents and conditions: (a) in formic acid, 140°C, 48 h, 97%; (b) 2.0 equiv
3-chloroperbenzoic acid in 2:1 (v/v) CH,Cl,/CH3OH, room temperature, 16 h, 96%; (c) in POCl3, 110°C, 4 h, 67%; (d) in 1:1 (v/v) 30% NH3 in H,O/1,4-

dioxane, 190°C, autoclave, 120 h, 87%.

modifications: c3G, c3A, ¢’G, c’A

one base pair with one of the modifcations

Type |

G¥&

bimolecular

monomolecular

two base pairs with one of the modifications
5G 5'G C

Type III

G C
G5 Cc
self-complementary (bimolecular)

Figure 2. Sequence design for thermodynamic analysis of base pairing
of deazapurine modified RNAs. Cartoon presentation to highlight inter-
strand stacking interactions (in orange).

influence of ¢’G and c*A on the stability of RNA double
helices, and additionally, to compare them to the ¢’G and
¢’A modified counterparts. Figure 2 illustrates the sequence
design of the double helices investigated. The first motif
constitutes an asymmetric bimolecular duplex of nine base
pairs with a single deazapurine modification in the center
(Type I). The second motif forms a hairpin with an extra-
stable GNRA loop (GCAA), a five base pair stem with
the modification again in the center, and additionally a 3'-
dangling guanosine to reduce fraying of the terminal base
pair (Type IT). The third RNA motif covers two palindromic
RNAs of eight base pairs and identical pyrimidine—purine
stacking patterns (Type III and III') with the purine mod-
ification either side-by-side in the center (thereby enabling
direct inter-strand stacking), or separated by two base pairs.
The latter sequence design is highly sensitive for the thermo-
dynamic impact arising from a modification because only
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two and three regular Watson—Crick base pairs can form
next to them: we remind that nucleation of a bimolecular
double helix of oligonucleotides becomes thermodynami-
cally favorable only when at least (three to) four continuous
Watson—Crick base pairs can form (45,46). Therefore, these
palindromic RNAs are expected to markedly respond to a
nucleobase modification expressed in significant alterations
of their thermal stabilities (7},) and thermodynamic param-
eters (AG, AH, AS).

Table 1 summarizes the thermal and thermodynamic data
we obtained for the four RNA systems by UV-spectroscopic
melting profile measurements (for melting profiles see the
Supplementary Figures S1 to S16). The native type I RNA
melts at 66.7°C. Both 3-deazapurines exhibit a destabiliza-
tion, by 3.9 and 2.9°C, for ¢*G (in Ia) and c*A (in Ib) re-
spectively. Interestingly, in this sequence context, the corre-
sponding 7-deazapurines (c’G in I¢ and ¢’ A Id) have negli-
gible effect on the T}, and thermodynamic parameters. For
the hairpin RNA (type II), the destabilization of both 3-
deazapurines is significant, reflected in a decrease of the 7},-
value by 9.1 and 7.9°C, for ¢*G (in ITa) and c*A (in IIb) re-
spectively, when compared to the native hairpin II. In con-
trast to type I RNA, the monomolecular system (type 1)
reveals a slight destabilizing effect of 7-deazapurines as well
(c’G in IIc and ¢’A TId).

To further elucidate the impact of 3- and 7-deazapurines
on base pairing, we investigated the thermodynamic base
pairing properties of 3- and 7-deazapurines in short palin-
dromic RNAs. As mentioned above, the effects become in-
tensified because the self-pairing results in two modified
base pairs with regularly Watson-Crick—paired regions next
to them that are below the required number of base pairs
needed for successful double helix nucleation (45,46). In-
deed, for ¢*G the reduction in both palindromic RNAs
was dramatic, reflected in —13.5/-13.0°C reduced T}, val-
ues (II1a and III’a), accounting for —6.8/-6.5°C destabiliza-
tion per single modification which is more than twice of
the destabilization that we observed for a single c>G-C base
pair in the bimolecular 9 bp duplex Ia. The destabilizing na-
ture was also very pronounced for ¢*A in both palindromic
RNAs (-9.8°C in IIIb and —13.0°C in III’b). In contrast,
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only little destabilization was found for both 7-deazapurines
in both palindromic RNAs (¢’G: —2.4°C in Illc and —2.1°C
in II’c; ¢c’A: —2.7°C in IIId and —1.0°C in 1II’d).

To the best of our knowledge, our data provides the first
insights into thermal and thermodynamic stabilities of 3-
deazaadenine and 3-deazaguanine containing RNA. Thus
far, c*G was investigated only within the context of 2'-
OCH3;-RNA; ¢*G caused destabilization when paired to
C (-6°C with complementary RNA; -9°C with comple-
mentary DNA in a Type I like sequence design) (47). In-
terestingly, when an acetyl group resided at the exocyclic
amino group (N?-acetyl-3-deazaguanine) the native pairing
strength was restored (48).

Furthermore, a single paper points at the strong destabi-
lizing effect of 3-deazaguanine on DNA base pairing (36).
In contrast, in several early studies, the slight destabiliz-
ing effect of 3-deazaadenine within DNA double helices
has been recognized (31,32,35,36). 7-Deazaguanine and 7-
deazaadenine modified DNAs have been investigated most
intensively with respect to base pairing stabilities; gener-
ally, they act slightly destabilizing compared to their native
counterparts (29,30,34-38).

NMR spectroscopy of 3-deazapurine modified RNA

The NMR resonances for the hydrogen-bonded protons of
Watson—Crick base-pairs (‘imino protons’) directly reflect
the double helical segments within folded RNA. The chem-
ical shifts of these signals are characteristic for A-U (>14
ppm) and C-G base pairs (~12-13 ppm), and the linewidths
reflect proton exchange with the solvent. Clearly, they are
very sensitive to modifications, in particular, if they concern
the nucleobases. Figure 3A depicts 'H NMR spectra of the
palindromic duplex 5-GGUCGACCIII that were collected
as a function of temperature, over the range 5-25°C. The
signal assignment was based on 2D 'H/'H-NOESY spec-
troscopy (Supplementary Figure S17). With increasing tem-
perature, the signal of the base pair G1-C becomes broader
and loses intensity, consistent with base pair fraying of the
duplex termini; the internal base pairs remain and reflect
stable duplex formation at ambient temperatures.

In comparison, the ¢3G imino proton resonance of the
modified duplex IIla was shifted highfield (Figure 3B), con-
sistent with the increased pK, of ¢*G (compared to G) of
almost 3 pK, units (Table 2). Interestingly, the neighboring
U3-A base pair senses the perturbation caused by ¢*G, re-
flected in a decrease in intensity of the U3 imino proton sig-
nal at higher temperature. The enhanced exchange with the
solvent indicates a dynamic hot spot of base pair opening
at this particular position.

Concerning the c3A-modified duplex IIIb, the thermal
destabilization is reflected in the imino proton 'H NMR
spectra as well (Figure 3C), with a tiny signal barrow at
5°C in the typical ppm region of A-U base pairs; no signal
was observed at higher temperature. This stands for inten-
sive proton exchange with the solvent of the uridine N3-H
in the ¢’ A—U base pair and is reminiscent to 'H NMR spec-
troscopy of SF-U-A base pairs (52).

To investigate these effects in more detail, we quanti-
fied the water imino proton exchange kinetics of a ¢*G—
C base pair containing duplex (IIla) by the application of
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Figure 3. Comparative 'H NMR imino proton spectra of (A) unmodified,
(B) ¢*G-, and (C) ¢* A-modified oligoribonucleotides; conditions: cgna =
0.1 mM, 15 mM Na[AsO,(CH3),]e3H,0, 25 mM NaCl, 3 mM NaNj3, in
H,0/D,09/1, pH 6.5; (D) the graph illustrates the imino proton exchange
rates determined by 1D CLEANEX-PM experiments (see Supporting In-
formation for details).

Table 2. pK, values of nucleobases and deaza derivatives®

AeH* (N1) cAeH* (N1)  c’AeH™ (NI) U (N3)
pKa 3.7 6.8 53 9.2
G (N1) G (NP ¢’G (N1) CeH™ (N3)
pK, 9.5 123 10.3 4.1

4Values are summarized from references 7 and 51. Atom position of
protonation/deprotonation are provided in brackets.

bFor an independent NMR-based pK, determination of ¢3G see Supple-
mentary Figure S22.

1D Phase-Modulated CLEAN Chemical EXchange Spec-
troscopy (CLEANEX-PM) NMR experiments (Figure 3D,
and Supplementary Figure S18) (53-55). Interestingly, the
largest exchange rate k(20 ex.) of 1.68 s~ was observed for
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the A-U base pair next to the cG—C modification. Also for
the ¢’G-C base pair itself the rate k(20 ex.) Was increased
compared to the unmodified duplex (1.11 s~! versus 0.76
s~1), while the G-C base pair two positions away almost
the same exchange rates k(w20 ex.) for modified and unmod-
ified duplexes were observed (0.72 s~! versus 0.62 s~1). This
is consistent with a local structural perturbation induced by
the 3-deazapurine hotspot.

Crystal structures of a c3A containing RNA

To further shed light on 3-deazapurine containing base
pairs in RNA we put efforts into a high resolution X-
ray crystallographic analysis. We utilized the 27 nt frag-
ment of the E. coli 23S rRNA sarcin—ricin loop (SRL)
which is a robust and well-behaved crystallization scaf-
fold (56,57). For the incorporation of ¢’A, we deemed nu-
cleotide A2670 appropriate, which forms a Watson—Crick
base pair with C2650 in the regular A-form double helical
region. Crystallization trials with ¢A-modified SRL RNA
indeed provided crystals that diffracted to subatomic res-
olution (Supplementary Table S3). X-ray structure deter-
mination showed that the c*A nucleobase is well-defined in
the electron density maps for the c*A-modified RNA (Fig-
ure 4). Superimpositions of the c*A-modified RNA struc-
ture with the unmodified RNA showed a root-mean-square
deviation (rmsd) of 0.12 A (within the errors on coordi-
nates of 0.13 A). Overall, the structure revealed that the 3-
deazanucleobase does not significantly affect the base pair
geometry and the SRL RNA fold. However, what is dif-
ferent is the local hydration network in the minor groove
of the c>A—U base pair (Figure 4A). While three ordered
water molecules are found in the minor groove for the un-
modified base pair, four are observed for the modified base
pair. An obvious distinction is that the N3 atom of A2670
is hydrogen-bonded to one of the water molecules (2.8 A
distance) while for the c3A2670/U2650 base pair, a contin-
uous hydrogen-bonded water chain spans from the 2’'-OH
of ¢*A2670 to the 2'-OH of U2650 without involving the
¢ A nucleobase; the closest water is in 3.3 A-distance from
its C3 atom (Figure 4D, Supplementary Figure S19). Al-
though these structural differences in the hydration pattern
appear minor in the static X-ray structure, they may con-
tribute to increased base pair opening dynamics as reflected
in the imino proton NMR spectrum of the c’A modified
SRL RNA by significant signal broadening (Supplementary
Figure S20). The destabilizing effect of the c’A modifica-
tion in the SRL RNA hairpin is further reflected in the UV-
melting profiles measured under diverse conditions (Sup-
plementary Figure S21).

Towards a rationale for the destabilization by ¢>G and c’A

For all four modifications—c*G, ¢’G and c*A, c’A—the
base pair geometry and hydrogen bonding pattern to C and
A respectively, are the same as encountered for the native
Watson—Crick G-C and A-U base pairs. Therefore, other
factors such as altered nucleobase dipole moments that can
affect nucleobase stacking (58), or altered pK, values of the
modified nucleobases (7,59-61), as well as altered hydra-
tion of minor groove (3-deazapurines) and major groove (7-
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Figure 4. X-ray structure of 3-deazaadenosine modified RNA at atomic
resolution. (A) Secondary structure of the E. coli Sarcin-ricin stem-loop
(SRL) RNA used for crystallization. The ¢ A nucleotide is labeled in red.
(B) Side view on the U2650/A2670 base pair in the unmodified duplex with
ordered water molecules in the minor groove highlighted in beige color
(PDB ID 3DVZ). (C) Side view on the U2650/c>A2670 base pair with or-
dered water molecules in the minor groove highlighted in red color (PDB
ID 7L3R). (D) 2F,bs — Feale electron density map contoured at 1.5 o level
showing the U2650/c>A2670 base pair. Water molecules are shown as red
spheres (PDB ID 7L3R) and are superposed to the water molecules ob-
served in the unmodified RNA (PDB ID 3DVZ). Numbers are distances
in Angstrom (A). We note that the alternative conformations of U2650
(and C2649, G2648) are also observed in the unmodified SRL RNA scaf-
fold (PDB ID 3DVZ).

deazapurine) are of potential origin for these differences in
thermal stabilities and thermodynamic parameters (30).

It has been proposed that the pK, of a nucleobase is one
significant factor that contributes to base-pairing strength
(7,58-60). Table 2 summarizes the pK, values of the nucle-
obases investigated in this study, and the following trend be-
comes obvious: The pK, decreases in the order of AeH* <
c’AeH" < c*AeH*, and the same is true for G < ¢’G < *G.
This trend is consistent with the notion that 7-deazapurines
are less destabilizing than 3-deazapurines compared to A
and G in standard Watson-Crick pairs in RNA double he-
lices (Table 1). We furthermore note that c’A with a pK,
of 6.8 is partially protonated at physiological pH values
around 7.0 which may affect base pairing in addition.

Another aspect that was documented earlier is that natu-
ral Watson—Crick base pairs A-U and C-G are character-
ized by a pK, gap between the H-donor (U, G; N3-H, N1-
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H) and the H-acceptor (A, C; N1, N3) of ApK, 5.5 and 5.4,
respectively, which appears optimal for efficient base pair-
ing (7,58). This gap becomes significantly altered for isos-
teric c’A-U (ApK, 3.9), CA-U (ApK, 2.4), c’G—C (ApK,
6.2) and c*G—C (ApK, 8.2) deazapurine base pairs.

Clearly, caution has to be taken because many more fac-
tors in addition to the pK, of the heterocycles (as listed
above) contribute to macroscopically observed double he-
lix stabilities. This might be the reason why concepts for
predicting hydrogen-bond strengths from acid—base molec-
ular properties (e.g. proton affinity/pK, equalization, pK,
slide rule, etc.) cannot be directly applied to nucleic acid
base pairing strengths, although being promising for an in-
tegrated theoretical and experimental approach to solve this
long-standing problem in the future (62).

Finally, we point at the hydration of RNA grooves which
is distinct between 3-deazapurines (c*G and cA) affecting
the minor groove, and 7-deazapurines (¢’G and ¢’A) affect-
ing the major groove. In particular, the first solved crystal
structure of a ¢ A modified RNA and the comparison to the
unmodified counterpart reveal that the characteristic water
molecule that always docks on the purine N3 atom and of-
ten spans further to the ribose 2’-OH in native RNA double
helices (63,64), is lacking in the 3-deaza-modified counter-
parts. The altered hydration pattern is a clear structural dis-
tinction that should be taken into account when searching
for the concurrent causes of the decrease in stability.

Role of deazapurines in RNA atomic mutagenesis studies

Deazapurine modified RNAs have been frequently applied
in biochemical mutagenesis studies of ribozymes to verify
or falsify mechanistic proposals for the chemical reactions
they catalyze (65,66). Several examples are found in the lit-
erature where atomic mutagenesis experiments led to an in-
depth understanding of the chemical mechanism, revealing
the functionally crucial imino groups of purines that partic-
ipate in general acid-base catalysis of small nucleolytic ri-
bozymes for phosphodiester cleavage (14-16). For instance,
this concerns the twister ribozyme where proton transfer
from the (protonated) N3 of the conserved adenine (A6) at
the cleavage site to the 5'-O leaving group had been postu-
lated to contribute to reaction catalysis (i.e. 8-catalysis; for
explanation of a, B, v, 8-catalysis see reference 67). Indeed,
replacement of this adenine by c>A or c'c?A rendered the
twister ribozyme inactive (14,67). A follow-up NMR spec-
troscopic analysis revealed a pK, shift of the very adenine
N3 from 3.7 to 5.1 (14). As a second example, the pistol
ribozyme is pointed out. At first, distance analysis and in-
terpretation of the three-dimensional structure of this ri-
bozyme implicated the N3 of a conserved purine (A32 or
G32, respectively) as a possible candidate for general acid—
base catalysis, being involved in leaving group stabilization
(8-catalysis). However, upon replacement of this purine by
c3A, the ribozyme retained full activity. Later, it was found
that the 2’-OH of this purine nucleoside plays a crucial role,
and not the N3 (15).

Additionally, deaza-nucleobase substitutions have identi-
fied crucial metal binding sites that are responsible for struc-
turing of riboswitch aptamers and ribozyme active sites
(13,67), as well as have disclosed key coordination sites

of hydrated Mg?* ions that critically participate in proton
transfer to release the 5'-O leaving group in the course of
phosphodiester cleavage (15,16,68,69). Recent prominent
examples refer to the NAD™ class-I riboswitch (68) and the
pistol ribozyme (15,16). In pistol RNA, a highly conserved
guanine (G33) interacts with a Mg?* cation through inner-
sphere coordination with its N7 atom. Replacement of this
guanine by ¢’G renders the ribozyme inactive (15). Together
with distance analysis of pistol ribozyme crystal structures,
this suggests that a water molecule of the hydrated Mg?* ion
assists in stabilizing the 5'-O leaving group during the course
of the reaction (15,16). In the NAD™" class-I riboswitch, a
highly conserved adenine (A10) exhibits N7-innersphere co-
ordination to a Mg?* cation that additionally coordinates to
the oxygen atom of a sequence-distant phosphate backbone
unit and thus molds a critical part of the binding pocket.
Replacement of this adenine by c’A abolishes binding to
NAD* (68).

With respect to the ribosome, atomic mutagenesis involv-
ing 3-deazaadenine in the ribosomal peptidyl transferase
center (PTC) demonstrated that an initial suspect (N3 of
A2451) did not actively participate in proton transfer to cat-
alyze peptide bond formation, but instead, the 2'-OH of the
very adenosine assists in positioning of the substrate (19;
see also reference 17,18,20,70).

For atomic mutagenesis experiments using deazanucle-
obases, a profound knowledge of the intrinsic properties
of these heterocycles in an RNA context is imperative to
avoid misinterpretations. Functional assays to evaluate ri-
bozyme or riboswitch activity in response to a specific
purine-deazapurine replacement are usually designed to im-
pair a potential H-bond or innersphere coordination to a
divalent metal ion, as suggested by the observed distances
in the three-dimensional structure. Provided such an inter-
action is crucial for activity, it can thus be easily identi-
fied and the mechanistic interpretation becomes straight-
forward. Importantly, in all of the examples mentioned
above, the purine/deazapurine finds itself in an exposed
and unpaired position. Clearly, in the light of our present
study, functional assays that would involve atomic muta-
genesis with 3-deazanucleobases in double helical regions
would encounter severe limitations because of thermody-
namic destabilization of the stem containing the modifica-
tion. This aspect is, however, less critical for atomic mutage-
nesis using 7-deazanucleobases which do not or only mini-
mally destabilize double helices.

CONCLUDING REMARKS

In this study, we synthesized and comprehensively analyzed
the properties of 3-deazaguanine and 3-deazaadenine mod-
ified RNA. When these nucleobases are embedded in a dou-
ble helical environment we found that they can decrease the
stability of base pairing. Interestingly, the effects were much
more pronounced for 3-deazapurines compared to the iso-
meric 7-deazapurines. Moreover, destabilization is more se-
vere in short stems interfering with double helix nucleation,
while a more modest decrease is observed if located in the
center of an extended double helix. We furthermore found
that the imino proton exchange for deazapurine-modified
Watson Crick base pairs is significantly higher compared
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to their native counterparts and simultaneously induces en-
hanced opening of the very neighbor base pair. These per-
turbations in local structural dynamics provide a rationale
for the observed reduced base pairing strength. Addition-
ally, we solved the X-ray structure of a c3A modified RNA
to visualize the hydration pattern of the minor groove. The
structure points out that the hydrophobic minor grove face
of ¢3A impairs hydration because the water molecule that
is usually hydrogen bonded to the N3 atom becomes ex-
truded from the 3-deaza-modified base pair. Taken together,
our comparative study sheds light on Watson—Crick base
pairing of 3- and 7-deazapurines and thus represents a first
important step towards a comprehensive understanding of
the intrinsic properties of these RNA modifications that are
critical for their proper application in atomic mutagenesis
experiments of biologically relevant RNA.
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« 2'-0-Trifluoromethylated RNA - a powerful modification for RNA chemistry and NMR

spectroscopy »

Maximilian Himmelstof3, Kevin Erharter, Eva Renard, Eric Ennifar, Christoph Kreutz,
et Ronald Micura. Chemical Science 11, no 41. Aotit 2021.

Avec l'équipe de Ronald Micura, nous nous intéressions ici a I'étude de
nouvelles modifications de I'ARN utiles pour la manipulation ciblée de ' ARN. Dans cet
article, une modification permettant d’augmenter la sensibilité en RMN par marquage
au trifluorométhyle, la modification ribose 2’-SCF3, est étudiée. En effet, le
développement de nouveaux groupes rapporteurs permet de faciliter l'analyse
spectroscopique de la structure et de la dynamique de I'ARN et des interactions ARN-
ligand. Nos collaborateurs ont synthétisé des oligonucléotides comportant un
marquage au 2'-OCF3 et nous étudions l'effet de cette modification connue pour
impacter la stabilité de I'appariement des bases de I'ARN. Nous démontrons ainsi que
ce nouveau marqueur a un potentiel élevé pour concurrencer les marqueurs au fluor

actuellement appliqués pour la spectroscopie RMN des acides nucléiques.

Jai contribué a cet article en produisant les cristaux du fragment de la boucle
sarcine-ricine (SRL) de I'ARNr 23 S d'E. coli contenant un seul groupe 2’-OCF3. Apres
diffraction aux rayons X, la résolution de la structure obtenue est de 0,9 A. Ainsi, nous
avons pu démontrer que cette modification s'intégre bien dans le petit sillon et

n'affecte pas la structure globale de 'ARN.
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New RNA modifications are needed to advance our toolbox for targeted manipulation of RNA. In particular,
the development of high-performance reporter groups facilitating spectroscopic analysis of RNA structure
and dynamics, and of RNA-ligand interactions has attracted considerable interest. To this end, fluorine
labeling in conjunction with *F-NMR spectroscopy has emerged as a powerful strategy. Appropriate
probes for RNA previously focused on single fluorine atoms attached to the 5-position of pyrimidine
nucleobases or at the ribose 2'-position. To increase NMR sensitivity, trifluoromethyl labeling approaches
have been developed, with the ribose 2'-SCFz modification being the most prominent one. A major
drawback of the 2'-SCF3 group, however, is its strong impact on RNA base pairing stability. Interestingly,
RNA containing the structurally related 2’-OCFs modification has not yet been reported. Therefore, we
set out to overcome the synthetic challenges toward 2'-OCF3 labeled RNA and to investigate the impact
of this modification. We present the syntheses of 2'-OCFz adenosine and cytidine phosphoramidites and
their incorporation into oligoribonucleotides by solid-phase synthesis. Importantly, it turns out that the
2'-OCF3 group has only a slight destabilizing effect when located in double helical regions which is
consistent with the preferential C3'-endo conformation of the 2/-OCFj ribose as reflected in the *J
(H1'-H2') coupling constants. Furthermore, we demonstrate the exceptionally high sensitivity of the new
label in *°F-NMR analysis of RNA structure equilibria and of RNA-small molecule interactions. The study
is complemented by a crystal structure at 0.9 A resolution of a 27 nt hairpin RNA containing a single 2’-
OCFs group that well integrates into the minor groove. The new label carries high potential to
outcompete currently applied fluorine labels for nucleic acid NMR spectroscopy because of its
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significantly advanced performance.

Introduction

The attractiveness of fluorine labeling of biomolecules for *°F-
NMR spectroscopic applications originates from its unique
properties, namely a 100% natural abundance, high NMR
sensitivity, and large chemical shift dispersion."” Moreover,
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hydration patterns. See DOI: 10.1039/d0sc04520a
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fluorine is bio-orthogonal, meaning that it is hardly encountered
in native biomolecular systems.'*** Appropriate probes for ribo-
nucleic acids have mainly focused on single fluorine atoms
attached to the 5-position of pyrimidine nucleobases'*° or at the
ribose 2'-position.» To further increase sensitivity, tri-
fluoromethyl labeling approaches have been sought after,***” one
of them focuses on ribose 2-trifluoromethylthio (2'-SCF;) modi-
fications.**® A drawback of the 2’-SCF; group, however, is its
strong impact on RNA thermodynamic stability when located in
base-paired regions.” Interestingly, the structurally related 2'-O-
trifluoromethyl (2’-OCF;) RNA has not been reported thus far. To
the best of our knowledge, only one study is available that
describes the thermodynamic stabilities of a short DNA con-
taining a single 2'-OCF; group that is paired to either a comple-
mentary DNA or RNA strand.*® We expected the 2'-OCF;
modification highly beneficial for RNA and '’F-NMR spectro-
scopic applications to analyze structural dynamics and ligand
interactions, and therefore, we set out to overcome the under-
lying challenges in chemical synthesis. In this work, we present
synthetic routes toward 2'-OCF; nucleoside phosphoramidites

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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and their incorporation into oligoribonucleotides by RNA solid-
phase synthesis. Furthermore, we describe the impact of the 2'-
OCF; group on thermodynamic stability of RNA double helices
which is only slightly destabilizing when located in double helical
regions. This finding is consistent with a preferential C3’-endo
conformation of the 2’-OCF; ribose in short single stranded RNA
as shown by measurements and interpretation of H1'-H2'
coupling constants. Moreover, we demonstrate the exceptionally
high sensitivity of the new label in '"F-NMR analysis of RNA
structure equilibria and of RNA-small molecule interactions. The
study is complemented by crystal structures of an RNA hairpin
including 2’-OCF; modifications.

Results and discussion

The syntheses of 2’-OCF; nucleoside phosphoramidites fol-
lowed the previously described route of a 2/-OCF; adenosine
derivative®* and involved a method by Hiyama et al. who re-
ported that methyl xanthates R-OC(S)SMe are converted into
trifluoromethyl ethers R-OCF; by treatment with pyridinium
poly(hydrogen fluoride) (HF/pyridine) in the presence of 1,3-di-
bromo-5,5-dimethylhydantoin (DBH).**> A drawback however is
the low yield of this transformation.

Synthesis of 2’-OCF; cytidine

For building block C7 (Scheme 1), we started the synthesis from
cytidine C1, which was simultaneously protected at the 3’ and 5

SN Y
C ‘
RO, NN —~ o o
o b j,s‘. o d
—_— 0, —_
RO OH ..0 O._S
YS')_ D
S
C1:R=H C3:R=H
€2:R=TIPDS a CazR=Ac <JC[c
C4b:R =Bz
NHR NHR
N B
R'O N*‘O DMTO N0
O f o]
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HO O F (PN .0 OCFs
; ;
F 0\/\CN
Csa:R =H,R=Ac
C5b:R =H. R = Bz C7a:R=Ac
C6a: R'=DMT,R=Ac C7b:R=Bz

Céb: R'=DMT,R=Bz

Scheme 1 Synthesis of 2'-OCF5 cytidine building block C7. Reaction
conditions: (a) 1.1 equiv. TIPDSCl,, in pyridine, room temperature, 5 h,
86%; (b) 1.2 equiv. ‘BuLli, 9.0 equiv. CS,, 3.0 equiv. CHsl, in THF, —=75°C
to room temperature, 18 h, 77%; (c) 3.0 equiv. acetic anhydride, in
pyridine, room temperature, 16 h, 90%; (c’) 1.1 equiv. benzoic anhy-
dride, in DMF, room temperature, 16 h, 90%; (d) 5.0 equiv. NBS, in HF
pyridine and CH,Cl,, =75 °C to 0 °C, 3 h, 11% for C5a, 16% for C5b; (e)
1.4 equiv. DMTCL, 0.4 equiv. DMAP, in pyridine, room temperature,
16 h, 76% for C6a, 86% for C6b; (f) 2.5 equiv. 2-cyanoethyl N,N-dii-
sopropylchlorophosphoramidite, 7.5 equiv. iProNEt, 0.5 equiv. 1-
methylimidazole, in CH,Cl,, room temperature, 2 h, 74% for C7a, 92%
for C7b.
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oxygen atoms with the tetraisopropyldisiloxane (TIPDS) group
(Scheme 1). Compound C2 was then treated with tert-Buli,
carbon disulfide and methyl iodide in tetrahydrofuran at
—78 °C to yield the 2’-O-[(methylthio)-thiocarbonyl]cytidine
derivative C3. After acetylation of the exocyclic NH, group to
furnish C4a, the desired 2'-O-trifluoromethyl derivative C5a was
obtained in low yields by treatment with pyridinium poly(-
hydrogen fluoride) (HF/pyridine) in the presence of N-bromo-
succinimide (NBS) instead of DBH as mentioned above. Finally,
C5a was transformed into the dimethoxytritylated compound
Cé6a, and conversion into the corresponding phosphoramidite
C7a was accomplished in good yields by reaction with 2-cya-
noethyl N,N-diisopropylchlorophosphoramidite. Starting with
cytidine C1, our route provides C7a in 4% overall yield in six
steps with six chromatographic purifications; in total, 0.5 g of
C7a was obtained in the course of this study. We mention that
the yields of trifluoromethylation can be increased by switching
from N*-acetyl to N*-benzoyl protection (Scheme 1). The higher
stability of the latter (compound 4b) against hydrolysis
increased the yields by 50% comparing the transformation of 4a
into 5a with 4b into 5b. However, one has to be aware that N*-
benzoyl cytidine in synthetic RNA can be transaminated to
some extent (<10%) when deprotection reagents containing
methylamine are applied.***

Synthesis of 2'-OCF; adenosine

For building block A7 (Scheme 2), we started the synthesis from
adenosine A1, which was simultaneously protected at the 3’ and
5’ oxygen atoms with the TIPDS group (Scheme 2). Compound
A2 was treated with tert-BuLi, carbon disulfide and methyl

NH, NHR
N Ay N- Ay
; ;
ro. & 'NrJ {0 & ‘N/J
o b \rsu' \%27‘ d
— (o] —
RO OH 'O O Se
)— S
Af:R=H A3 R=H
A2: R =TIPDS s A4:R =Bz e
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¢ ¢
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0 f 0
.
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“FE P
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AB: R = DMT ~—! A7

Scheme 2 Synthesis of 2'-OCF3z adenosine building block A7. Reac-
tion conditions: (a) 1.1 equiv. TIPDSCl,, in pyridine, room temperature,
5 h, 95%; (b) 1.2 equiv. ‘Buli, 9.0 equiv. CS,, 3.0 equiv. CHsl, in THF,
—75°C to room temperature, 18 h, 74%; (c) 2.5 equiv. benzoylchloride,
6 equiv. NHs, in pyridine, room temperature, 16 h, 89%; (d) 5.0 equiv.
NBS, in HF pyridine and CH,Cl,, -75°C to 0 °C, 3 h, 26%; (e) 1.5 equiv.
DMTCL, 0.5 equiv. DMAP, in pyridine, room temperature, 16 h, 88%; (f)
2.5 equiv. 2-cyanoethyl N,N-diisopropylchlorophosphoramidite, 7.5
equiv. iProNEt, 0.5 equiv. 1-methylimidazole, in CH,Cl,, room
temperature, 2 h, 82%.
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iodide in tetrahydrofuran at —78 °C to yield the 2'-O-
[(methylthio)-thiocarbonyl]cytidine derivative A3. After benzoy-
lation of the exocyclic NH, group to furnish A4, the desired 2'-O-
trifluoromethyl derivative A5 was obtained by treatment with
HF/pyridine in the presence of NBS. Yields were significantly
higher compared to the same transformation on cytidine (C4
into C5). Finally, A5 was transformed into the dimethoxytrity-
lated compound A6, and conversion into the corresponding
phosphoramidite A7 was accomplished in good yields by reac-
tion with 2-cyanoethyl N,N-diisopropylchlorophosphoramidite.
Starting with adenosine A1, our route provides A7 in 12% overall
yield in six steps with six chromatographic purifications; in
total, 1.2 g of A7 was obtained in the course of this study.

We mention that in an attempt to increase the yields for the
2’-0 trifluoromethylation step, we tested silver-mediated
oxidative O-trifluoromethylation of a 3’,5'-O protected adeno-
sine derivative using TMSCF3, following a published protocol,*
but unfortunately failed. Currently, we are planning to elaborate
routes for 2'-OCF; uridine and guanosine building blocks via
the here described methyl xanthate intermediates. This should
be feasible provided proper protection concepts for N3-H and
N1-H, respectively, can be identified.

RNA solid-phase synthesis

The solid-phase synthesis of RNA with site-specific 2'-OCF;
modifications was performed following the 2'-O-[(triisopro-
pylsilyl)oxy|methyl (TOM) approach.***¢ Coupling yields of the
novel building blocks were higher than 98% according to the
trityl assay. Cleavage of the oligonucleotides from the solid

A B C

5-UU(2-0OCFs-A) 5-GAAGGGCAAC- 5-UGCUCCUAGUACGAG
GCG-3' (2-OCF5-C)UUCG-3' AGGACCGG(2-0OCF3-A)G-

UG-3'
purified purified
T T
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Fig. 1 Characterization of 2’-OCFs modified RNA. Anion-exchange
HPLC traces (top) of 6 nt RNA (A), 15 nt RNA (B), and 27 nt RNA (C), and
corresponding LC-ESI mass spectra (bottom). HPLC conditions: Dio-
nex DNAPac column (4 x 250 mm), 80 °C, 1 mL min~*, 0-60% buffer
B in 45 min; buffer A: Tris—HCL (25 mM), urea (6 M), pH 8.0; buffer B:
Tris=HCL (25 mM), urea (6 M), NaClO4 (0.5 M), pH 8.0. For LC-ESI MS
conditions, see the ESI.
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Table 1 Thermodynamic parameters of 2’-OCFs modified RNA ob-
tained by UV melting profile analysis (including unmodified and 2’-
SCF3 modified reference RNAs)®

AG® 505 ARP AS®

Sequence (5 — 3') Ty, [°C] [keal mol™"] [keal mol~"] [cal mol " K]

GGUCGACC 59.1 —14.3 —72.0 —193
GGUCGACC 52.7 —12.6 —69.1 —189
GAAGG-GCAA- 73.3 —6.0 —46.0 —134
CCUUCG

GAAGG-GCAA- 70.3 5.8 —46.7 —137
CCUUCG

GAAS GG-GCAA- 57.4 —5.5 —57.9 —176
CCUUCG*®

GAAGG-GCAA- 66.8 —4.9 —41.7 —124
CCUUCG

GAAGG-GCAA- 53.3 —4.4 —50.4 —154
cCS uucg®

GAAGG-GCAA- 74.0 —-8.3 —60.9 —177
CCUUCG

% A 2'-OCF; adenosine, C 2'-OCF; cytidine, AS 2'-SCF; adenosine,” C5
2/-SCF; cytidine.?” Buffer: 10 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl, pH 7.0. AH
and AS values were obtained by van't Hoff analysis according to ref.
37 and 38. Errors for AH and AS, arising from non-infinite
cooperativity of two-state transitions and from the assumption of
a temperature-independent enthalpy, are typically 10-15%. Additional
error is introduced when free energies are extrapolated far from
melting transitions; errors for AG are typically 3-5%.

support and their deprotection were performed using methyl-
amine in water/ethanol or methylamine/ammonia in water
(AMA), followed by treatment with tetra-n-butylammonium
fluoride (TBAF) in tetrahydrofuran. Salts were removed by size-
exclusion chromatography, and RNAs were purified by anion-
exchange chromatography under denaturating conditions
(6 M urea, 80 °C; Fig. 1 and ESI Table 1}). The molecular weights
of the purified RNAs were confirmed by liquid-chromatography
(LC) electrospray-ionization (ESI) mass spectrometry (MS). The
sequences of 2'-OCF; containing RNAs synthesized in the
course of this study are listed in ESI Table 1.}

Thermodynamic stability of 2'-OCF; modified RNA

A single 2'-OCF; adenosine exhibited only moderate attenuation
of RNA double helix stability if the modification was located in
the Watson-Crick base-pairing region (Table 1). For instance,
UV melting profile analysis®*”*® of the hairpin-forming RNA 5'-
GA(2'-OCF;-A)GG-GCAA-CCUUCG (Fig. 2A) revealed a decrease
of the Ty, value by 3 °C determined at micromolar RNA
concentrations (7T, 70.3 °C), compared to the unmodified
counterpart (T, 73.3 °C). We remind that the same RNA but
with a 2-SCF; modification at the same nucleotide position
caused a much stronger drop in the T, value, namely by 14 °C
(Table 1).* As a second example, the palindromic RNA 5'-
GGUCG(2'-OCF;-A)CC (Fig. 2B) also suffered from an average Ty,
value decrease of 3 °C per 2'-OCF;-A modification (micromolar
RNA concentrations), compared to the unmodified counterpart.

Next, the same hairpin was analyzed with 2'-OCF; at cytidine
instead of adenosine, 5-GAAGG-GCAA-C(2'-OCF;-C)UUCG
(Fig. 2C). The destabilization was reflected by a 6.5 °C lower Ty,
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Fig. 2 Thermal stabilities of unmodified versus 2'-OCFs; modified
oligoribonucleotides. UV-melting profiles of hairpin and self-
complementary duplex RNAs with the modification (either at adeno-
sine or cytidine) located in the base-pairing region (A-C), and UV-
melting profile of the same hairpin sequence with the modification in
the GNRA loop motif (D). Conditions: c(RNA) = 12 uM; 10 mM
NaHPO,4, 150 mM NaCl, pH 7.0. Nucleotides in red color indicate the
positions for 2'-OCFz modification.

value compared to the unmodified hairpin, still significantly less
compared to the 2'-SCF;-C modification that caused a T,
reduction by 20 °C of this hairpin (Table 1).>* We point out that
the significantly larger destabilization of 2’-SCF; compared to the
2/-OCF; modified double helices is of entropic origin (Table 1).

Notably, when the 2'-OCF; group resides in a single-stranded
region, the impact on thermodynamic stability is minor, and in
the case of the extra-stable GNRA loop motif even modestly
stabilizing, reflected by an increase of the T, value and
a favorable AG value for 5'-GAAGG-GC(2'-OCF;-A)A-CCUUCG
(Fig. 2D and Table 1). The stabilization is rationalized by the
fact that unmodified adenosine in GCAA loops preferentially
adopts the C3’-endo ribose pucker (70%).>*** The C3’-endo
conformation in this loop becomes locked when the 2'-OCF;
group is attached, as verified by NMR spectroscopic analysis
(ESI Fig. 1A%). The very same hairpin was also used to demon-
strate the impressive "°F NMR spectroscopic sensitivity of the 2/-
OCF; label compared to a 2'-F label (ESI Fig. 1B and C}).

Taken together, our original expectation that the 2'-OCF;
modification compared to 2’-SCF; is more potent for a broad
scope of applications because of being less destabilizing and
retaining the high sensitivity, turned out to be correct (Fig. 2,
Table 1 and ESI Fig. 1}).

2/-OCF; ribose conformation

The inherent preference of a modified nucleoside to adopt
either C2-endo or C3’-endo conformation is crucial for its
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Fig.3 '°F (A) and 'H/*H DQFCOSY (B) NMR spectra of single-stranded
RNA 5-GGCAG(2'-OCF3-A)GGC. For the 2’-OCFs adenosine moiety,
the 3-bond scalar coupling constant of H1’ and H2' (3JH1'-H2') was
extracted from the corresponding crosspeak and amounted to 5.9 Hz.
Assuming a pure C2'/C3'-endo equilibrium, this value is correlated to
a C2'-endo (South) population of 58%.3%4° (C) *H NMR spectrum of the
self-complementary 8 nt RNA with 2/-OCF3-A group (red); 3JH1 —H2’
is smaller than 1 Hz, consistent with prevalent C3’'-endo conformation
in the double helix. Conditions: c(RNA) = 0.3 mM; 15 mM NalAsO,(-
CHz),]-3H,0, 25 mM NaCl, 3 mM NaNj3, in DO, pH 6.5, 296 K.

impact on thermodynamic base pairing stability.**** To analyze
the ribose conformation of a 2’-OCF; nucleoside in detail, we
synthesized a short, single-stranded RNA, 5'-GGCAG(2'-OCF;-A)
GGC, and determined the *J (H1'-H2') coupling constant from
a 2D 'H,'H double quantum filtered COSY spectrum
(DQFCOSY). The coupling constant amounted to 5.9 Hz, which
translates into a population of about 60% of C2'-endo ribose
conformation in the single strand (Fig. 3A and B; for '"H-"*C
HSQC spectrum see ESI Fig. 21). We then recorded the "H NMR
spectrum of a self-complementary, fully base-paired 8 nt RNA
duplex with 2/-OCF;-A modification (Fig. 3C). The *JH1'-H2' was
clearly smaller than 1 Hz, consistent with the requirement to
adopt C3’-endo conformation in an RNA double helix to avoid
steric clash. Notably, for the previously investigated 2'-SCF;
adenosine and -cytidine, the */ (H1'-H2') coupling constants
amount to 9.7 and 10.4 Hz,***° respectively, provided they reside
in a single-stranded short RNA. This in turn stands for a pop-
ulation of almost 100% of C2’-endo conformation. The strong
C2’-endo preference of 2'-SCF; modified nucleosides likely
provides a rationale for the significantly higher thermodynamic
destabilization if they are encountered in base paired
regions.?** Further support for this hypothesis stems from the
analysis of 5-GGCAG(2'-F-A)GGC. For the 2’-F labeled nucleo-
side, the *J (H1'~H2') coupling constant was less than 1 Hz (ESI
Fig. 3A}) which corresponds to a population of almost 100%
C3’-endo conformation in the single strand. This ‘pre-folding’ is
a rationale for the slight stabilization when 2'-F becomes
located in a double helix.*
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X-ray structures of 2'-OCF; containing RNA

We set out for the X-ray analysis of a 2’-OCF; modified RNA (Fig.
4). To this end, we used the 27 nt fragment of E. coli 23 S rRNA
sarcin-ricin loop (SRL) region. This sequence is known to be
a robust and well-behaved crystallization scaffold that can
accommodate small modifications.***” For the installation of 2'-
OCF;, we deemed nucleotide A2670 appropriate which forms
a Watson—Crick base pair with U2650 in the regular A-form
double helical region of this RNA, as well as nucleotide C2667
which forms a water-mediated mismatch with U2653. The latter
RNA crystallized in the same tetragonal crystal form as the
unmodified RNA" and also diffracted to atomic resolution (0.9
A). A new monoclinic crystal form was obtained with 2'-OCF;
A2670-modified SRL RNA (relative to former SRL RNA crystal
forms), containing three molecules per asymmetric unit and
diffracting to 2.4 A resolution (ESI Table 23). The 2'-OCF,
modification did not affect the overall structure (r.m.s.d. ~0.4 A
for 2’-OCF;-C2667 compared to the unmodified structure; PDB
ID 3DVZ), including sugar puckers of modified positions (ESI
Fig. 41). As previously observed for the 2’-SCF;-C2667 modifi-
cation,” a fluorine atom of the 2'-OCF; group closely
approached the oxygen atom of its cytosine nucleobase (02). It
is tempting to assume that the short distance observed (2.9 A) is
indicative of a halogen bond, however, fluorine (as opposed to
chlorine, bromine, or iodine) usually retains a strongly elec-
tronegative electrostatic potential in biomolecules.®*** Never-
theless, we note that the trifluoromethyl modification
additionally comes also close the 04’ of the next G2668 residue
(O-F distance is 3.2 A, ESI Fig. 5}) which further fuels specu-
lations on possible stabilizing interactions.

2/-OCF; NMR analysis of structure-ambivalent RNA

The biological function of RNA is determined by the secondary
and tertiary structure, defining the RNA fold.*® The folding path
usually proceeds via intermediates that represent local minima
in the RNA folding free energy landscape. When these inter-
mediates are separated by large energy barriers they constitute
folding traps and, therefore, the timescale of the folding process
may take up to minutes and longer. One of the most prominent
examples is a single RNA sequence of 150 nucleotides in length
that co-exists in two stable folds harboring distinct ribozyme
activities.* Even for shorter RNA, structure ambivalence is
encountered, e.g. hairpin-duplex equilibria of palindromic
RNAs or the occurrence of competing secondary structures of
the same RNA.**** The latter plays a crucial role in bacterial
gene regulation by so-called riboswitches which are located in
the untranslated leader regions of nascent mRNA where
terminator stem versus antiterminator formation during tran-
scription signals ON or OFF.**

Fig. 5 illustrates a short bistable RNA that competes between
two defined secondary structures. The CF; label is attached at
the adenosine in sequence position 3 and hence resides in the
double helical stem of one fold while it is found in the single
stranded overhang of the alternative fold (Fig. 5A and ESI
Fig. 61). At room temperature (and also at slightly increased
temperatures), the two folds are in slow exchange with respect
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Fig. 4 X-ray structure of 2'-OCF3 modified RNA at atomic resolution.
(A) Secondary structure of the E. coli Sarcin-ricin stem-loop (SRL) RNA
used for crystallization. The 2'-OCFs modified cytidine is labeled in red.
Adenosine in green highlights the second 2'-OCFs modified RNA
solved in this study (see ESI Fig. 4 and 5}) and uridine in blue refers to
a previously solved 2'-SCFs modified SRL RNA for reason of
comparison.?® (B) Superimposition of the 2'-OCF;-C2667 modified
RNA (PDB ID 6ZYB red) and 2'-SCF3-U2650 modified RNA (PDB ID
4ANHX, blue). Trifluoromethyl modifications are visible outside the RNA
stem loop (on the center-right for OCF3 and in the bottom-left for
SCF3). (C) 2Fops — Fealc electron density map contoured at 1.5 o level
showing the U2653/2'-OCF3-C2667 base pair. Water molecules are
shown as red spheres (PDB ID 6ZYB).

to the NMR time scale. Two distinct '°F resonances are obtained
(Fig. 5A and B) and assigned by comparison to a short reference
hairpin that matches one substructure and adopts a single fold
only (Fig. 5A). Interestingly, the line-widths of the two 'F
resonances arising from the 2’-OCF; group in the two folding
states exhibit a large difference. The half-height line-width is
7 Hz for the ‘single strand’~'°F resonance while it is increased
by a factor of almost three for the ‘double helix’-'°F resonance
(20 Hz). Likely, the rotation of the 2’-OCF; group in the base-
paired stem is sterically hindered leading to signal broad-
ening due to exchange on the ps to ms time scale.

The sensitive 2'-OCF; label was also used to analyze the
underlying kinetics of refolding for the bistable RNA. For that
purpose, we used '’F longitudinal exchange NMR spectros-
copy.® As expected we found two '°F correlation peaks (fold A
and fold B) in the '°F NOESY exchange spectrum of the RNA
(with a single 2’-OCF; labeled adenosine) for which exchange
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Fig.5 Structure probing of a bistable RNA with a single 2'-OCFs3 label.
(A) Secondary structure of full-length (top left) and reference RNA
(bottom left), both with the 2/-OCF5 labeled A3, and *°F-NMR (470
MHz) spectra (bottom right). Conditions: c(RNA) = 0.3 mM, 15 mM
sodium cacodylate, 25 mM NaCl, pH 6.5, H,O/D,O =9 : 1, 298 K; (B)
temperature-dependent series of *°F-NMR (564 MHz) spectra. (C)
F/A9F-EXSY (564 MHz) spectrum (650 ms mixing time, same condi-
tions as in (A)). The crosspeaks between the °F resonances assigned to
the two folds originate from a chemical exchange process between
the two folds at the millisecond time scale. (D) Exchange peaks build-
up and R; decay curves of the exchange experiment for residue A3 for
the forward and backward folding event. Exchange rates are indicated,
the following longitudinal relaxation rates were obtained: Ria = 1.01 +
0.11 s, Ryg = 1.56 + 0.18 5. The experiments were run at mixing
times ranging from 50 ms to 800 ms at 303 K. Dots are the experi-
mental data, fits are shown as solid lines. Error rates were determined
by Monte Carlo analysis with peak intensities randomly modulated
according to noise levels exchange spectra. (E) 1°F-*C HSQC spec-
trum of the RNA shown in panel A. (F) Same RNA but with 2'-OCF3
label at C10. (G) Temperature-dependent series of *°F-NMR spectra.
(H) °F=13C HSQC spectrum of the RNA shown in panel F.

peaks could be identified (Fig. 5C). The forward and backward
folding rates of the secondary structure equilibrium were
determined at 30 °C (Fig. 5D). We found a forward rate constant
kga of 0.36 & 0.01 s™' and a rate constant ksp for the folding
process from state A to state B of 0.21 + 0.01 s, giving a good
agreement with the equilibrium constant obtained from peak
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integration (Kxn>°° = 1.9 and Ka% © = kga/kas = 1.7). Using our
°F labeling approach, we were thus able to characterize the
refolding kinetics of the bistable RNA under near physiological
conditions.

Furthermore, to analyze the impact of the labeling position
we synthesized the same bistable RNA but with 2’-OCF; at C10.
As expected, we observed two distinct '°F NMR resonances for
the two folds in slow exchange, albeit the chemical shift
difference was smaller, consistent with the label located in
double helical regions in both folds (Fig. 5F). The equilibrium
position (50 : 50) (Fig. 5G and ESI Fig. 71) was only slightly
shifted compared the 2'-OCF; A3 labeled counterpart (40 : 60)
and confirmed the flexibility for 2’-OCF; positioning despite of
being a non-isosteric label. At this point, we also mention that
the native (unmodified) RNA exists in a 50 : 50 equilibrium as
was determined earlier.”

With respect to increasing temperatures, the °F NMR reso-
nances shifted to lower magnetic field. This shift was more
pronounced for the 2’-OCF;-C labeled RNA (Fig. 5G) compared
to the 2'-OCF;-A labeled RNA (Fig. 5B), which might be due to
fraying of the loop closing base pair of which 2’-OCF;-C is part
of (Fig. 5F, fold B).

Finally, we characterized both RNAs by recording 'F-'*C
HMQC spectra (Fig. 5E and H). We were able to obtain high
quality natural abundance *°F '*C correlation spectra for rather
dilute samples (ca. 150 pM each fold) overnight. By adding the
carbon dimension, better spectral dispersion is obtained, which
in principle would allow to apply "*C ZZ exchange spectroscopy
in 2/-0"CF; labeled systems. It will be further highly interesting
to explore the TROSY properties of the 2'-O"*CF; methyl group
in RNA by combining '°F and '*C stable isotope labeling. In
a recent work by Sykes and co-workers no favorable TROSY
effect in proteins found wusing 3-bromo-1,1,1-
trifluoroacetone as labeling reagents. The absence of the
TROSY effect was attributed to the dominating CSA relaxation
mechanism in the alpha CF; group suggesting that gains from
CF;-HMQC experiments should be only observable at low
magnetic fields.®® Nevertheless, it remains to be clarified if the
2’-0"CF; shows a more beneficial TROSY effect due to the
different chemical environment.

was

2/-OCF; NMR analysis of RNA-ligand binding

The new 2’-OCF;-label is highly practical for NMR studies of
RNA-ligand interactions. In Fig. 6, a comparison of the 7-
aminomethyl-7-deazaguanine (preQ,) sensing class-I ribos-
witches from Thermoanaerobacter tengcongensis (Tte) (Fig. 6A)
and Fusobacterium nucleatum (Fn) is illustrated (Fig. 6B).>>®
These RNAs adopt the same overall fold but differ in sequence
and ligand affinity, the latter by about an order of magnitude
(K4(Tte) ~20 nM versus Kq(Fn) ~260 nmol).>”** Moreover, for the
Tte riboswitch, crystal structures at high resolution exist of
both, the free and the preQ,-bound RNA,*” and therefore a solid
foundation to explore the underlying conformational adaptions
during ligand-induced folding is available.

At the left side of Fig. 6A, a secondary structure folding
model for the preQ, riboswitch is shown. The two RNAs with
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Fig. 6 NMR spectroscopic analysis of RNA-ligand binding. (A)
Secondary structure of Thermoanaerobacter tengcongensis preQ;-I
riboswitch with 2'-OCF5 position indicated in red (top); schematic
folding model (left) of aptamer-assisted RNA pseudoknot formation,
and stabilization through binding of the small molecule 7-amino-
methyl-7-deazaguanine (preQy) indicated in blue; °F NMR (564 MHz)
spectra of RNA in response to Mg?" and preQ; addition (right).
Conditions: c(RNA) = 0.14 mM, 15 mM sodium cacodylate, 25 mM
NaCl, pH 6.5, 297 K; additions: c(Mg?*) = 2.0 mM; followed by c(preQ;)
equivalents as indicated. (B) Secondary structure of Fusobacterium
nucleatum preQ-I riboswitch with two distinct 2'-OCF3 positions in
red (top). °F NMR (564 MHz) spectra of RNA in response to preQ;
titrations (right). Conditions: c(RNA) = 0.3 mM, 25 mM sodium caco-
dylate, pH 6.5, 298 K additions: c(Mg®*) = 2.0 mM; followed by
c(preQy) equivalents as indicated.

a single 2'-OCF; label at either position 27 or 32 give a single *°F
resonance in the absence of Mg>" (Fig. 6A, spectra at top) which
is consistent with a stem-loop fold and a conformationally
flexible 3'-tail. In the presence of physiological concentrations
of Mg>" and a 3-fold excess of preQ; ligand, both RNAs again
provide a single - albeit broadened - resonance that is signifi-
cantly shifted to low-field (Fig. 6A, spectra at bottom). This is
consistent with a defined conformation of the preQ;-bound
state. When only Mg** (and no preQ;) is added, the RNA
becomes partially preorganized into a pseudoknot. Interest-
ingly, the label at position 32 indicates heterogeneities within
(or close to) the loop-tail interaction, reflected by the occur-
rence of three, partly overlapping '’F-resonances (Fig. 6A,
spectrum at middle right). This suggests three distinct confor-
mations in slow exchange, one of them closely resembling the
ligand-bound state according to chemical shift comparison. We
note that the observation of three states is consistent with
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a previous NMR study where the formation of individual (*°N-
labeled) base pairs of the same riboswitch system was
tracked.” We furthermore believe that two of the three folding
states likely correspond to the conformational distinction seen
in high-resolution crystal structures of free versus preQ;-bound
Tte RNA. In the ligand-free pseudoknot form, A14 takes the
position of the preQ,; ligand and is stacked between the two
base pairs of G11-C30 and G5-C16.””* This observation can be
rationalized by a conformational rearrangement from a solvent-
exposed base C15 to a flipped-in conformation of C15 that
becomes the Watson-Crick pairing partner of preQ, in the
ligand-bound pseudoknot RNA.*°

Fig. 6B depicts NMR spectra of the titration of the Fn preQ,
riboswitch which binds preQ; 13-fold weaker compared to the
Tte counterpart. Furthermore, the loop size of the Fn RNA
contains two additional nucleotides and the pseudoknot inter-
action allows formation of a continuous 4 bp double helix.** We
placed the 2'-OCF; labels in different positions, one in the tail to
sense pseudoknot formation, and the other one in the loop next
to the cytosine that can form a Watson-Crick base pair with
preQ,. Both labels allow to monitor the binding process. By
increasing the concentration of preQ, stepwise, an increasing
fraction of the preQ;-RNA complex is observed, reflected in
a second "°F resonance that is shifted to lower field. In contrast
to the Tte RNA, the Fn riboswitch shows a significant population
of unbound RNA, even at a ten-fold excess of ligand over RNA.
Furthermore, a folding intermediate is also indicated by the
appearance of a third resonance for the 2’-OCF; A16 labeled
RNA, although existing in a minor population only. Another
interesting feature is that the line width of the '°F resonance of
the label next to the pseudoknot double helix (A30) is rather
small and the OCF; group seems to be hardly hindered in
rotational freedom compared to the other three labeling posi-
tions in the two riboswitch systems.

Conclusions

Over the last decades, several *°F labels for nucleic acids NMR
spectroscopy have been introduced, among them are single
fluorine labels (such as pyrimidine 5-F,*° ribose 2'-F,*"** and
4'-F,%), trifluoromethyl labels (such as pyrimidine 5-CF3,** 4'-C-
[(4-trifluoromethyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl] ~ribose,” 2’
SCF;,2**° and very recently 8-CF; guanine,*), and a nine-
fluorine-atom label (in form of 5-4,4,4-trifluoro-3,3-
bis(trifluoromethyl)but-1-ynyl] 2'-deoxyuridine).” Comparing
them, the first subgroup is superior with respect to steric
demands but suffers from low sensitivity and the need for
proton decoupling;*** the opposite is true for the nine-fluorine-
atom label which is highly sensitive but sterically demanding.*
Therefore, trifluoromethyl labels appear to be a good compro-
mise.”*** The pyrimidine 5-CF; group, however, has been
described to be chemically unstable during deprotection of
synthetic nucleic acids, resulting in low yields and length
limitation.? Differently, the 2’-SCF; group - although syntheti-
cally well accessible - strongly affects thermodynamic base
pairing strength which is a drawback for applications that aim
at the elucidation of folding pathways.”®*>° All critical aspects
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and requirements are very well satisfied by the new 2'-OCF; 14
label as shown in this study; it therefore has potential to
advance to the most broadly applicable fluorine label in NMR
spectroscopy of nucleic acids. The 2'-OCF; group possesses 15
pronounced sensitivity and exhibits large chemical shift
dispersion so that it is possible to distinguish distinct base
sequences in double helical regions. Moreover, the ribose 2’
position guarantees principal synthetic accessibility to all of the
four nucleosides. Additionally, the size of the OCF; label
matches the naturally occurring and widespread 2'-OCH; 16
group. For the investigation of naturally occurring 2’-OCH,3
modification patterns in biologically meaningful settings, the 17
2/-OCF; group will be an ideal candidate.
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Résumé

La lutte contre les agents pathogénes multirésistants et le développement de nouveaux antibiotiques ont
été classés comme une priorité absolue par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Mais peu de nouveaux
antibiotiques apparaissent en thérapie. Prés de la moitié des antibiotiques commercialisés ciblent le ribosome, la
machinerie essentielle au fonctionnement d'une cellule. Les macrolides et les aminoglycosides ciblent
respectivement le tunnel de sortie des peptides néo-synthétisés (PET, Peptide Exit Tunnel) et le site A accepteur du
ribosome. Ce projet porte sur I'étude du mécanisme d'action de ces familles d'antibiotiques ou de leurs dérivés. 11
est traité avec une approche intégrative utilisant notamment des outils biophysiques et de biologie structurale.
L'objectif est de contribuer de maniére significative au développement de médicaments plus efficaces en

améliorant la compréhension des modes d'action des antibiotiques contre les bactéries.

Mots-clés : antibiotiques, ribosome, Isothermal titration Calorimetry (ITC), biologie structurale

Summary

The fight against multidrug-resistant pathogens and the development of new antibiotics have been ranked
as a top priority by the World Health Organization (WHO). But few new antibiotics appear in therapy. Almost half
of the antibiotics on the market target the ribosome, the machinery essential to the functioning of a cell. Macrolides
and aminoglycosides respectively target the exit tunnel of neo-synthesized peptides (PET, Peptide Exit Tunnel) and
the acceptor A site of the ribosome. This project concerns the study of the mechanism of action of these families of
antibiotics or their derivatives. It is treated with an integrative approach using biophysical and structural biology
tools. The objective is to contribute significantly to the development of more effective drugs by improving the

understanding of the modes of action of antibiotics against bacteria.

Keywords: antibiotics, ribosome, isothermal titration calorimetry (ITC), structural biology
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