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Abréviations

Abs : absorbance

Ac20 : anhydride acétique

AcU : Acétate d’uranyle

AFM : microscopie a force atomique

ArMs : métalloenzymes artificielles

AP : amyloide 8

Cryo-TEM : microscopie électronique a basse température
C-ter/Crer : C-terminus

DCM : dichlorométhane

DIC : N,N'-Diisopropylcarbodiimide

DIEA : N,N-Diisopropylethylamine

DMF : diméthyle formamide

DRN : diffusion des neutrons

DSC : calorimétrie différentielle a balayage

Et20 : éther diéthylique

FA : acide formique

Fmoc : fluorénylméthoxycarbonyle

HCTU : O-(1H-6-Chlorobenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate
HEPES : 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]éthanesulfonique acide
HPLC : Chromatographie liquide a haute performance
ITC : titration calorimétrique isotherme

LC-MS : Chromatographie Liquide couplée a la Spectrométrie Masse
LBH : hélice B gauche

MD : dynamique moléculaire

MeCN : Acétonitrile

micro-ED : micro-diffraction électronique

NCL : chimie de ligation native

NMP : N-Méthyl-2-pyrrolidone

N-ter/Nier : N-terminus

Pbf': 2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl
PDB : Protein Data Bank

pl : point isolélectrique



pip-DBEF : pipéridine-dibenzofulvéne

RMN : résonance magnétique nucléaire

Rpm : rotations par minute

RPBH : hélice B droite

SPPS : Synthése Peptidique en Phase Solide
TEM : microscopie électronique a transmission
TFA : acide trifluoroacétique

ThT: thioflavine-T

TIS : Triisopropyle silane

TNBS : 2,4,6 - Trinitrobenzenesulfonique Acide
UHPLC : Chromatographie liquide a ultra-haute performance

WAXS : diffusion des rayons X aux grands angles
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1 Introduction



1.1 Généralités sur les métalloenzymes artificielles

L’éventail d’objets/structures disponibles dans la Nature est immense, et chacun joue un réle. C’est
notamment le cas des enzymes qui ont pour role de catalyser des réactions chimiques essentielles a la survie,
au développement et a la reproduction de I’organisme.!"! Les enzymes sont des protéines ayant une activité
catalytique, qu’elle soit centrée ou non sur un ion métallique. Lorsque c’est le cas, nous parlons de
métalloenzymes.!?! Les performances qu’offrent les enzymes en termes de chemo- régio- et énantio-sélectivité
ainsi que leurs vitesses de réaction sont souvent bien meilleures que les activités des catalyseurs
conventionnels.?®! Ceci fait que, dans I’industrie, les catalyseurs « classiques » peuvent étre moins compétitifs
lors d’étapes complexes (par exemple la fonctionnalisation « tardive » de petites molécules), malgré leur faible
cout. Les enzymes souffrent cependant d’inconvénients non négligeables : elles demandent des conditions bien
définies pour leur activité, mais aussi, leur colit de production est élevé. Les conditions de pH, température,
mais aussi la stabilité, le prix et les quantités de catalyseurs d’enzymes disponibles représentent un frein a leur
utilisation. Une comparaison entre les propriétés des catalyseurs organiques et enzymatiques est montrée en
Tableau 1.1

Tableau 1 : Comparaison des propriétés des catalyseurs homogénes et enzymatiques (adapté de la ref [41).

Catalyseur homogeéne Catalyseur enzymatique
Enantioméres Chaque énantiomeére accessible Un énantiomere
Répertoire de réactions Grand Petit
Nombre cycles catalytique Petit Grand
Compatibilité avec le solvant Organique > Aqueux Aqueux > Organique
Optimisation Chimique génétique
Seconde sphére de coordination Pas bien définie Bien définie
Tolérance vis-a-vis du groupe .
fonctionnel Petite Grande
Eventail de substrats Grand Limité
Substrat typique Apolaire Flexible

Aujourd’hui, ou la question de I’écologie est plus que jamais un enjeu mondial, la conception de catalyseurs a
partir de ressources renouvelables, et qui combinerait les avantages des deux types de catalyseurs (Tableau 1),

devient de plus en plus importante pour remplacer ceux utilisés industriellement.’™ Pour cela, une transition



doit avoir lieu pour passer de catalyseurs issus de la chimie du pétrole (organiques) et comportant des métaux
rares & des enzymes accessibles naturellement, a base de métaux disponibles biologiquement comme le fer,
zinc, cuivre par exemple.”) Afin de combiner les avantages des deux types de catalyseurs énumérés
précédemment (en gras dans le Tableau 1), les chercheurs ont eu pour volonté de créer des métalloenzymes
artificielles (ArMs).!”) Le but général étant de trouver la bonne correspondance clé - serrure, comme I’a explicité
E. Fischer en 1894 et repris depuis pour expliquer la complémentarité entre la conformation d’une enzyme et
celle de son substrat.l**! Les métalloenzymes artificielles sont des protéines modifiées chimiquement dans le
but d’incorporer un groupe catalytique, basé sur un ion métallique. Elles sont donc non-naturelles. La premicre
modification d’une protéine a eu lieu en 1956 et a été réalisée par adsorption et réduction d’un complexe
palladium-soie fibroine.!'” La conception de ces ArMs a ét€ réalisée dans un premier temps afin d’identifier
les sites responsables de la catalyse. Ce n’est que quelques années plus tard que des molécules synthétiques ont
été greffées sur des squelettes protéiques déja existants dans le but d’y apporter une activité catalytique plus
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importante ou plus spécifique.!''?) Mais la mutation de résidus
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ou la fonctionnalisation de ceux-ci peut changer drastiquement

les propriétés de I’enzyme, comme une perte d’activité pouvant
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étre due a une modification de son repliement, et par conséquent
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de sa poche catalytique.l'>'¥ Au fil des années et depuis la fin
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des années 1990, le nombre de publications contenant le mot

« artificial metalloenzyme » dans son titre n’a fait qu’augmenter
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(Figure 1). La croissance exponentielle de publications liées aux
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Année recherche et la volonté de développer de nouveaux catalyseurs.
Figure 1 : Nombre de publications contenant le mot
« artificial metalloenzyme » dans le titre en fonction

des années sur pubmed.gov. sélectifs que les catalyseurs homogénes ou enzymatiques. Grace

Publications avec "artificial metalloenzyme"

ArMs démontre bien I’intérét grandissant de ce champ de
Ces nouveaux catalyseurs se veulent donc plus efficaces et

a cela, des réactions non accessibles naturellement, souvent réalisées en industries par des catalyseurs a base
de métaux rares, ont pu étre réalisées. C’est notamment le cas des réactions de polymérisations radicalaires
contrdlées!"!, des réactions de métathéses!'® ou encore des réactions de Diels-Alder (méme si récemment a été

17,18

découverte une enzyme naturelle capable de faire cela).['”!®! Ces derniéres étant des réactions extrémement

utilisées en industrie, il y a un intérét pour remplacer les catalyseurs actuels. De plus en plus de réactions sont

accessibles et optimisées avec des ArMs pour des applications diverses et variées en industrie ou médecine.!”!

Leur conception tend aussi a respecter de plus en plus les différents principes de la chimie verte afin d’avoir

20-221 Mais I’incorporation de cofacteurs/ligands

des catalyseurs qui soient les plus durables possibles.|
synthétiques aux protéines existantes requiert des étapes de syntheéses organiques supplémentaires, et parfois,
des métaux rares. Plusieurs stratégies sont employées aujourd’hui afin de concevoir des métalloenzymes
artificielles™! que ce soient par les développements d’anticorps catalytiques?, d’enzymes de novo par
conception informatique!®!, de métalloenzymes par évolution dirigée***], de DNAzymes!*’! ou encore, et la
plus répandue de nos jours, par I’incorporation d’un cofacteur (artificiel) métallique.*®! Pour cette derniére, il

existe quatre différentes stratégies, celles-ci étant schématisées en Figure 2. La premiére consiste a ancrer



covalemment un cofacteur métallique (complexe) sur un résidu nucléophile de la protéine (a).l*!! La seconde
stratégie est I’ancrage par interactions supramoléculaires (b).*? La troisiéme stratégie se fait par incorporation
du cofacteur par création d’une liaison dative entre le métal et un/des résidu(s) coordinant de la protéine, c’est-
a-dire qu’on forme un complexe ternaire (c).** La derniére se résume a substituer un métal présent

naturellement dans I’enzyme par un autre (d).%

a)

Figure 2 : Différents types d’ancrages d’un cofacteur métallique a I’intérieur d’un squelette protéique, que ce soit a) covalent, b)
supramoléculaire, c) datif ou d) par substitution d’un métal. En vert sont représentés les protéines et cofacteurs naturels, I’ancre en
rouge, les ligands et espaceurs en bleu, et en noir le métal. (repris de la refl’])

Néanmoins, toutes ces méthodes sont basées sur I’utilisation de protéines, bien replices, entiéres, ce qui veut
dire que les propriétés de I’enzyme artificielle résultante sont limitées par celles de la protéine hote (domaine
de stabilité, solubilité, etc.), et ce qui pose la problématique de leur production. En effet, produire des protéines
n’est pas toujours facile, ni méme abordable, et les quantités obtenues peuvent étre faibles.[*>! Aussi, une des
voies explorées dans la conception d’enzymes artificielles est la conception dite « minimaliste », reposant sur

des séquences courtes, faciles a produire.

1.2 Autoassemblages minimalistes fonctionnels comme

métalloenzymes artificielles

Inspiré par la nature, le but ici est de former des catalyseurs mimant les sites catalytiques naturels a partir

36371 Ces peptides peuvent avoir des tailles trés variables et avoir des

de peptides de séquences courtes.!
repliements différents.*®! Dans ce domaine, 1’équipe d’I. Korendovych a beaucoup ceuvré. Il a notamment
montré qu’on pouvait diminuer la flexibilité des peptides courts (principal défaut des peptides courts lorsqu’on
veut les utiliser pour des complexes catalytiques) en les « verrouillant » dans un assemblage de type
amyloide.”” Ces assemblages sont fibrillaires et sont constitués d’un empilement de feuillets B perpendiculaires
a l’axe de la fibre, formant des feuillets B croisés de longueur infinie.*! En effet, en suivant une approche

minimaliste de conception de métallopeptides catalytiques, ils ont congu des séquences courtes (i.e. 7 acides



aminés) capables de s’autoassembler en fibres, de coordonner des métaux, permettant ainsi la catalyse de

38411 Un des peptides les plus connus, dont la séquence est directement

réactions d’hydrolyse et/ou d’oxydation.!
inspirée de I’anhydrase carbonique humaine, reproduit le site catalytique a trois histidines de I’enzyme
simplement par superposition de deux feuillets B paralléles (Figure 3).[*?! Cette conception minimaliste
augmente considérablement le ratio entre le site métallique et la taille du support (peptide court vs enzyme
entiére), et cela tout en conservant un assemblage stable. A noter qu’une des histidines ponte deux ions Zn".[42
La séquence choisie, Ac-IHIHIQI-amide, est optimisée pour former des feuillets 3 grace & une séquence riche
en résidus apolaires (hydrophobes) alternativement avec des résidus polaires (hydrophiles).[*! Les résidus
hydrophobes seront alors sur une face alors que les hydrophiles sur I’autre, ce qui pousse le systéme a former
des interactions entre les feuillets B pour masquer les résidus apolaires, et in fine, aménent a bien exposer au
solvant les sites métalliques (Figure 3 ¢ et d). Cet exemple illustre bien la conception « d’enzymes artificielles »
avec un motif minimal, par identification des sites d’intéréts et reproduction sur des peptides de taille réduite.
Ceci facilite grandement la synthése, la purification et la tolérance vis-a-vis des mutations, permettant de

personnaliser les activités que ceux-ci auront.[*4]

Un autre exemple, plus récent, est celui de I’équipe de D. Das. Ils ont synthétisé un nanotube de peptides
amyloides (7 acides aminés (A.As)) fonctionnalisé avec un imidazole en Ny Celui-ci se retrouvant en surface,
il peut coordonner I’hémine et interagir avec la sarcosine oxydase. De cette maniere, une réaction en cascade a

pu étre réalisée.[*]

)

Figure 3 : Etapes de conception de I’heptapeptide Ac-IHIHIQI-amide s’inspirant de I’enzyme naturelle. a) Structure
cristallographique de I’anhydrase carbonique humaine avec le site catalytique formé de deux His d’un feuillet et d’une His d’un autre
feuillet coordinant un cation de Zinc. b) Modéle du peptide congu montrant la position des résidus dans la séquence. ¢) Modéle
fibrillaire global du peptide. d) mise en évidence du cceur hydrophobe et e) premiére sphére de coordination du zinc avec le peptide.
(repris de la refl*2]),



Le point commun entre ces peptides est qu’ils adoptent une structure fibrillaire de type amyloide. C’est pour
ces questions de stabilités que des peptides ont été congus a partir de fragments de I’amyloide B (Ap) et

46-48] Cette stabilité est conférée par la

permettent de former une structure fibrillaire stable par autoassemblage. "
formation d’un réseau de liaisons hydrogene inter-chaines principales stables dues a I’enchainement de feuillets
B paralleles le long de la fibre. Les feuillets  peuvent adopter des conformations paralléles et anti-paralléles,
avec une certaine torsion, afin de s’adapter a leurs environnements.[*”) De maniére générale, dans I’optique de
concevoir des métalloenzymes artificielles plus respectueuses de I’environnement, la conception de fibres
peptidiques représente un choix prometteur. Industriellement, la séparation des produits et leur recyclage
peuvent étre relativement faciles (i.e. par filtration). Les amyloides catalytiques représentent encore un jeune
champ de recherche en pleine expansion mais ayant déja montré des résultats surpassant parfois ceux des

enzymes naturelles.[4>4]

De plus en plus de matériaux sont congus & partir de peptides capables de former des feuillets B adoptant des
structures de types amyloides qui sont connues, produites et caractérisées.?>% Une multitude d’applications a
déja été développée pour ces fibres dans le but de concevoir des matériaux fonctionnels.!*'?! La stabilité des
structures amyloides permettent la mutation de leurs séquences sans pour autant perturber leur assemblage.>*!
Ces séquences protéiques peuvent notamment étre ajoutées a d’autres protéines pour leur donner des propriétés
d’assemblage. Et en particulier, les protéines prion, étant basées sur une structure amyloide, sont formées de
feuillets P paralléles par enroulement de la chaine protéique, constituant un cceur hydrophobe. Cette définition
correspond a la définition plus générale d’un solénoide B. Plusieurs exemples de construction d’assemblages a
partir de ce type de repliement a été réalisé. C’est notamment le cas de fils moléculaires chimériques congus a
partir de protéines prion, de taille nanométrique, pouvant servir de fils conducteurs d’électrons pour des

applications catalytiques ou photovoltaiques par exemple.5*5)

Un premier exemple se base sur la séquence canonique de la protéine prion, HET-s nommée PFD(HET-s) pour
« prion forming domain ». C’est une séquence connue pour former des autoassemblages fibrillaires stables et
canoniques. A partir de ce PFD(HET-s), correspondant a deux pas de solénoide, il est alors possible de
concevoir des fils ayant une fonction définie, par fonctionnalisation des séquences. Ceci a été réalisé¢ par
I’équipe de V. Forge grace a la fonctionnalisation du Nir de ce PED(HET-s) avec une protéine rubredoxine (Rb)

contenant un site actif a Fe?™*"

coordonné par quatre cystéines. Les Rb pouvant alors s’aligner le long de la
fibre formée, avec une distance entre site de coordination d’environ 10 A permettant le transfert d’électrons.
Pour cela, ils ont exprimé la protéine chimérique Rb-HET et ils ont montré qu’il était possible de former des
fibres avec, apportant une propriété de conduction d’électrons le long de la fibre formée (Figure 4a). Ces

travaux montrent qu’il est possible de concevoir des hydrogels RedOx & base d’amyloides (AbRxHs).

Toujours a base du motif PFD(HET-s), cette équipe a montré qu’en changeant la nature du site RedOx, il est
alors possible de changer le potentiel RedOx, cela pouvant permettre de balayer une large gamme de potentiels,
pour une large gamme de réactions chimiques.?** Pour cela, un mutant de PFD(HET-s) contenant une seule
cystéine est congu et exprimé. Cette cystéine seule permet la fonctionnalisation d’une seule molécule de

méthyle viologéne, utilisé comme relais d’électrons. Comme précédemment, des fibres ont été formées par
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autoassemblage des unités PFD(HET-s) modifiées de maniére homogene et prédictible (Figure 4b). Ces fibres
permettent de conduire le courant par saut d’électrons entre les différents sites de résidence de ceux-ci. Il a
aussi été démontré qu’en fonction du pH, des hydrogels ont pu étre congus et que ceux-ci peuvent étre utilisés

comme transporteurs d’électrons entre une hydrogénase et une électrode.
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Figure 4 : Mod¢le de fibres formées a partir du motif s’autoassemblant d’une protéine prion HET[218-289] a) chimérique Rb-
HET[218-289] b) fonctionnalisée avec du méthyle viologéne (en violet). (Figures reprises des refl+33),

Ces deux exemples montrent bien qu’il est possible, a partir de motifs répétitifs, de concevoir des
autoassemblages fonctionnels, pouvant étre contrdlés en fonction du pH. Les propriétés RedOx de ces
assemblages fonctionnalisés par des protéines ou molécules pouvant étre changées. Il serait alors possible
d’assembler des briques différentes, avec des sites fonctionnels différents afin de pouvoir apporter des
propriétés catalytiques par exemple.

1.3 Des briques peptidiques pour mimer les métalloenzymes
multisites

Les propriétés des fibres amyloides sont trés avantageuses pour former de nouveaux catalyseurs
hétérogeénes plus verts et en accord avec les enjeux écologiques actuels. Comme nous 1’avons vu dans la partie
précédente, I’introduction d’un site catalytique mimant un site enzymatique est relativement accessible.
Cependant, lorsque nous voulons combiner plusieurs fonctions sur une méme fibre (i.e. catalyser plusieurs
réactions) ou mimer une métalloenzyme multisite, cela devient plus complexe. Une métalloenzyme multisite
est une enzyme contenant plusieurs sites métalliques, qui peuvent travailler de concert (i.e. plusieurs sites
permettent aux électrons d’arriver au site catalytique). Il en existe une multitude et peuvent contenir différents
métaux espacés de plusieurs dizaines d’angstroms.[5%71 Ainsi, avec un seul peptide trés court, il est difficile de
former, de maniére sélective et contrdlée, deux (ou plusieurs) sites métalliques, et méme d’en moduler la
distance. Il faut donc un systéme plus versatile que ces peptides trés courts. Une des maniéres de faire serait de

pouvoir concevoir des briques (rappelant les Lego), dont on contrdle I’assemblage entre les différentes briques,
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et que I’on peut fonctionnaliser de diverses maniéres sans affecter leurs propriétés d’assemblage (Figure 5).
Chaque brique ne pouvant interagir qu’avec une autre bien définie, il serait alors possible de concevoir des
assemblages avec des fonctions dans un ordre précis. L’assemblage devrait donc permettre de rapprocher, et
de maintenir proches, les différents sites dans 1’espace. Ceci permettrait la coopération entre les différents
sites.l*® De plus, si I’on peut aussi faire varier leur taille, alors cela permet de faire varier la distance entre les

sites (apres formation des assemblages). On peut voir un exemple schématique explicité en Figure 5.

Il est alors nécessaire d'identifier, pour concevoir ces briques, un repliement protéique qui réponde a ce cahier

des charges.

a)

k&

Figure 5 : a) conception de fibres peptidiques formant une métalloenzyme artificielle, b) conception de fibres peptidiques formant une
métalloenzyme artificielle multisite, la brique verte ne pouvant s’empiler que sur la bleue, la rouge sur la verte et, la bleue sur la rouge
permettant un controle de I’assemblage précis.

Dans cette optique, les nanotubes formés de peptides cycliques composés d’une alternance de résidus de
configuration L et D, ou pseudopeptides cycliques, pourraient étre une bonne option.l*>*! Cependant, dans ces
systémes, il est difficile de contrdler le nombre de briques empilées. Contrairement a des systémes de chaines
naturelles (tout L) et linéaires, ils ne se prétent pas a la production par expression recombinante. De plus, ces
systémes étant aussi trés symétriques, ils ont une forte tendance a s’agréger latéralement, bloquant les interfaces
entre les possibles substrats et sites catalytiques.l®!! L’incorporation de boucles comme retrouvées dans les
protéines n’est pas possible dans le cas de peptides cycliques L,D.[** Malgré cela, ces peptides sont étudiés
pour d’autres applications, comme la conception de fils conducteurs, des capteurs ou encore transporteurs
61,63-65

d’ions.! I Des systémes catalytiques a partir de ces peptides cycliques commencent également a étre

développés pour étre utilisés en tant que métalloenzymes artificielles, malgré les limitations énoncées.[®
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Pour ces raisons, nous pensons que baser ce systéme de briques sur des chaines protéiques linéaires capables
d’adopter un repliement stable par formation d’une structure de type prion/amyloide est une stratégie plus
judicieuse et plus généralisable en ce qui concerne le développement de métalloenzymes artificielles,

notamment multi-sites.

Nous nous sommes tournés vers les solénoides protéiques qui correspondent a des types de structures
répétitives retrouvées fréquemment dans les protéines.[”! 11 en existe de différentes tailles, et de structures trés

variables, ce qui permet d’amener un large éventail de possibilités pour concevoir les briques de base. Elles

peuvent étre composées d’hélices a, de feuillets B ou d'un mélange des deux avec des stabilités structurales
67]

différentes en fonctions des structures secondaires formées (Figure 6).[
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Figure 6 : Classification structurelle des protéines a motif répétitif en fonction de la longueur de ce motif. Les exemples montrés
par classe sont : I, 1) la structure B cristalline d’une polyalanine,
11, 2) une triple hélice de collagéne et 3) une bobine enroulée d’hélices a,
111, 4) un solénoide B, 5) un solénoide o/f de protéine LRR (répétition riche en leucines), 6) un solénoide a, 7) un trimére de
spirales B et 8) une structure antiparalléle  plane.
IV, 9) un TIM-barrel, 10) un tonneau P transmembranaire, 11) une structure en tréfle B, 12) une hélice marine f.
V, 13) un domaine de doigt de zinc, et 14) une chaine poly-ubiquitine.
Figure reprise de la reft®7].

Des banques de données permettent aujourd’hui de classer les protéines répétitives en fonction de leur structure

grace a I’identification de celle-ci par différents algorithmes. La premiére ayant été construite en 1999,
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PROSITE®), d’autres ont suivi et sont énumérées en Identification des  \odélisation d”un motif

69] motifs répétitifs comme une boucle
: AXEXXXCDEFXX 3

motifs répétitifs qu’a utilisée 1’équipe de P.L Davies pour s oer e i

XXXCDEFXX L/i/ > ”
1 1 A . . C o rgegs XAXEXXXCDEFXX —P ¥ E c ;
concevoir une brique de base a partir d’'un motif répétitif  xaxexxxcorrzx . Pt

XAXEXKXCDEFXX D
naturel en solénoide B, mais pouvant s’appliquer a toutes XAXEXKKCDEF

[70]

référence . C’est la méthodologie d’identification de

IIs ont décrit une méthode de t

les structures répétitives.
conception consistant a identifier les résidus les plus
fréquemment retrouvés dans un motif, ceux qui sont

critiques au repliement, les autres pouvant étre mutés afin

d’apporter une fonction car ils ne sont pas critiques pour la ) ) )
. o . Ajuster la séquence, la taille et
structure. Puis, par modélisation, il a été suggéré d’en faire connecter les boucles

une boucle, de les empiler et de les connecter pour ensuite

évaluer leur stabilité par dynamiques moléculaires. Une

fois le mod¢le stable, le peptide peut Etre synthétisé et R l

utilis€ comme brique de base pour la conception de motif, la
boucle et

fibres." La conception de Lego stables peut étre réalisée | eproulement

La molécule est-elle stable?

facilement par cette méthode, par I’étude de structures ‘|‘ l
répétitives (Figure 7). Non *—J Oui
4

Cette méthode représente une méthode générale de
Figure 7 : Méthode générale de conception de protéines a
motifs répétitifs avec A-F étant des résidus participants aux

auparavant. En s’inspirant d’une protéine a rouleau-f, un motifs et X ceux qui ne se répétent pas.
Figure reprise de la refl’).

conception issue d’un exemple publié quelques années

type de solénoide P, ils ont réussi a concevoir un peptide
capable de s’autoassembler en fibres en présence de lanthane.[’"! Dans cet exemple, la taille des fibres formées

a été contrdlée par I’ajout d’un motif de terminaison, permettant de stopper la continuité de I’assemblage.!"”

1.4 Les solénoides

Un solénoide B est un repliement de la chaine polypeptidique s’enroulant autour d’un axe formant des
feuillets B paralléles (perpendiculaires a 1’axe) connectés par des coudes dits B.[*! Le nombre de feuillets
présents par pas d’hélice différe en fonction des structures et on parlera de rouleaux P paralleles lorsqu’il y en
deux et d’hélices B paralléles lorsqu’il y en a trois par exemple (Figure 8).[*73) Les toutes premiéres structures
de ce type ont été découvertes en 1993, la pectate lyase C d’ Erwinia chrysanthemil’™ et la protéase alcaline de

76821 ot elles sont

Pseudomonas aeruginosa.’ Ces structures adoptent des formes différentes (Figure 8)!
retrouvées dans la nature ayant différentes fonctions, comme protéines antigel par exemple, dans certains
poissons ou plantes afin d’empécher la formation de cristaux de glace lors du gel, pour que les cellules

n’éclatent pas.[®3! Ceci est dii au fait que les solénoides P de ces protéines exposent une surface qui permet
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d’organiser les molécules d’eau, les empéchant de cristalliser.®*! Ils peuvent aussi étre retrouvés dans des

87881 11s reposent

enzymes comme des lyases!®), des transférases!® mais aussi dans les protéines de type prion.!
sur un réseau de liaisons hydrogeéne conféré par I’empilement des feuillets  paralléles dans leurs structures qui
représente la contribution principale a leur stabilité. La seconde contribution a leur stabilité est celle du cceur
hydrophobe, autour duquel s’enroule la chaine principale. Ce coeur est formé de chaines latérales apolaires
dirigées vers I’intérieur du solénoide. Il contribue a la stabilité générale de la structure 3D et permet de la
renforcer.® D’autres interactions entre les différentes chaines latérales peuvent avoir lieu, permettant de
renforcer encore plus le repliement, c¢’est notamment le cas des chaines latérales des résidus asparagines ou

90,91

glutamines qui forment des échelles de liaisons hydrogéne lorsqu’elles sont empilées.*®?! L’empilement de

chaines latérales aromatiques telles que celle des phénylalanines, tyrosines ou encore histidines sont retrouvées
dans ces structures. Tout cela confére une régularité structurale permettant au squelette d’avoir des propriétés

mécaniques trés intéressantes, pouvant résister a des contraintes diverses.>%3]

Figure 8 : Exemples de solénoides B naturels, PDB : a) 4YEI, b) 4W8Q, c) 3SUC, d) 1KAP, e) 6XNR, ) 108G et g) ILXA.
[76-82]

1.5 Propriétés d’autoassemblage des solénoides B

Aux vues de leurs structures et compositions, les solénoides [ représentent une classe de protéines tres
intéressante pour la conception de biomatériaux a base de protéines (i.e. nanofils, fibres). Nous pensons que
leurs motifs répétitifs, leur conférant une régularité et une stabilité remarquable, se prétent a la conception de
briques de base pour concevoir des métalloenzymes artificielles par autoassemblage de ceux-ci.’”! Les
exemples naturels de protéines & solénoide  étant composés de motifs de terminaisons afin de garder un
assemblage fini et le plus souvent soluble (i.e. évite I’agrégation de ces protéines dans la cellule), il est
nécessaire de les enlever lorsque nous souhaitons concevoir des autoassemblages. Dans un deuxiéme temps,

ces motifs de terminaison pourront &tre utilisés pour controler 1’assemblage.
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Plusieurs études ont été réalisées sur I’ingénierie de motifs solénoides P pour leur faculté a s’autoassembler.
Les premiéres ont été réalisées in silico (i.e. modélisation, par F. Cohen et collaborateurs).”* Les auteurs ont
montré qu’il était possible d’empiler des motifs en solénoides P, par autoassemblage, formant ainsi des fibres.
Pour cela, ils ont émis [’hypothése qu’une protéine prion se replie en solénoide B et forme un trimere, celle-ci
composée de trois hélices B paralleles puis, par dynamique moléculaire (MD), ils ont observé un empilement

de ces types de motifs, hélice sur hélice.

Nous pouvons aussi penser que 1’autoassemblage de motifs canoniques seuls correspondant a la séquence
formant uniquement le solénoide suffirait a la fibre d’étre stable. Ce sera la colonne vertébrale de notre systéme

de briques, sur lequel nous viendrons ajouter diverses structures fonctionnelles.

L’équipe de D. L. Cox a montré que I’assemblage pouvait se faire avec des types de solénoides  différents, et
que I’assemblage restait stable dans le temps.[”” Beaucoup de modélisation sur les protéines se repliant en
solénoides B a été réalisée pour en savoir plus sur la stabilit¢ des édifices qui seront formés par
autoassemblage.®! 1 en est ressorti que les solénoides B formaient des assemblages stables pouvant permettre
la conception de nouveaux matériaux, pour diverses applications.l”® D’apres les mesures réalisées in silico, la
structure la plus stable correspond a celle d’une hélice B gauche. Cependant, il manque encore beaucoup de
travaux expérimentaux permettant déja de confirmer les études in silico et de mettre en avant les propriétés tres
intéressantes de ces solénoides estimées par dynamique moléculaire. Cette équipe a réalisé des travaux

expérimentaux sur une structure étudiée par MD afin de concevoir des biomatériaux a partir de solénoides .

a)

SBAFP SBAFP SBAFP SBAFP-m1
- ; Suppression Suppressiondes  Fusion des deux
Protéine native PP ppres iy
des bouchons ponts disulfures unités
- ‘.
i ~
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Figure 9 : Etapes de conception de biomatériaux a partir d’une protéine ayant un repliement en hélice p gauche de type II. a)
Protéine native, b) Suppression des motifs de « bouchon », ¢) Suppression des ponts disulfures, d) Fusion de deux unités formant
le monomére SPAFP-ml1 et ¢) Optimisation des surfaces de contact par incorporation de couples arginines/acides glutamiques aux
extrémités. Figure reprise de la refl®l,

Afin de réaliser cela, ils ont choisi la Spruce Budworm Antifreeze Protein (PDB : 1IM8N), une protéine se
repliant en six tours d’hélice B gauche de type II. IIs ont commencé par enlever les motifs de bouchon présents

naturellement. Ils ont ensuite enlevé les cystéines formant des ponts disulfures pouvant poser des problémes
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lors de I’expression et les ont remplacées par des sérines pouvant faire des liaisons hydrogéne avec un azote de
la chaine principale. En second lieu, ils ont fusionné deux unités permettant d’obtenir un objet plus maniable
expérimentalement, et avec une meilleure préorganisation. La derniere étape de la conception a été
I’optimisation de I’interface entre deux monomeres afin de former des ponts salins entre eux, notamment grace
a ’incorporation de paires d’arginines/acides glutamiques. Les différentes étapes de conception sont résumées
en Figure 9. Cet exemple est le premier en ce qui concerne la conception de biomatériaux a partir d’un type
particulier de solénoide B, I’hélice P gauche de type II. Ils ont produit ces monomeres par expression
recombinante, et ont montré que ces monomeres s’autoassemblent pour former des fibres. Les caractérisations
associées sont compatibles avec le repliement attendu. Les études par spectroscopie de dichroisme circulaire
(CD) montrent une structure secondaire en feuillet B avec un signal négatif autour de 218 nm et positif a 200
nm (Figure 10 a). La microscopie a force atomique (AFM) a, elle, prouvé la présence de fibres formées par
autoassemblage (Figure 10 b). Ils ont aussi montré qu’il était possible de suivre la formation de fibres formées
par fluorescence de la thioflavine-T (ThT), un marqueur utilisé permettant de suivre la formation de fibres

amyloides.
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Figure 10 : a) Spectre de dichroisme circulaire de 1’autoassemblage formé par le SPAFP-m1 aprés incubation et b) Microscopie a
force atomique des fibres formées. Figure reprise de la refl®l.
Ce travail représente donc une base solide démontrant la faisabilité¢ de la formation de fibres a partir
de solénoides P, et plus particulierement d’hélices B gauche. Une démarche similaire a été entreprise avec un

autre repliement, toujours en solénoide B, et a montré une trés forte stabilité de ce type d’assemblage.””

1.6 Le cas des hélices B gauche

Les hélices B (BHs) représentent un type particulier de repliement en solénoide B, possédant 3 brins B par pas
d’hélice, c’est-a-dire qu’elles sont de section triangulaire. Il y existe deux conformations différentes, une
droite™! (RBH) et une gauche!®®! (LBH). On retrouve deux types de LBHs différents, le type I et 1119 Les
hélices B droites (RBHs) (i.e. enroulement de la chaine vers la droite du N vers le Cir), sont celles qui sont les

moins réguli¢res avec des feuillets non réguliers connectés par des boucles et/ou coudes de type variable et une
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section variable le long de la structure (Figure 8 b et e). La bactofiline est une protéine qui possede cette
structure, qui s’autoassemble dans la cellule pour former des fibres dont on pense qu’elles jouent le réle de
cytosquelette chez certaines bactéries.'”' A I’inverse, les hélices B gauche (i.e. enroulement de la chaine vers
la gauche du Ny vers le Cyer), sont beaucoup plus régulicres, avec des feuillets f ainsi que des coudes 3 de taille
unique, et comportant peu de boucles (Figure 8 f). Ces différences entre les deux conformations sont a I’origine
de la différence de stabilité entre les deux structures, la LBH étant plus réguliére et rigide que la RBH.1'"? La
conception et ’empilement de brique & base d’hélices B gauche nous apparait donc plus évident, plus
prédictible, qu’avec la conformation droite. Les assemblages ayant des repliements en hélices [ gauches auront
une stabilité importante, se reposant sur un cceur hydrophobe compacte, ainsi qu’un réseau de liaisons

hydrogéne répétitif.!

a)

Figure 11 : Comparaison des sections des deux types d’hélices B gauche, a) de type I (PDB : 1IM8N) et b) de type I
(PDB : 1HMD9). Les feuillets B sont représentés par les fleches rouges et les coudes B sont montrés en vert.

Ensuite, les différences entre les deux types de LBHs seront discutées ici. Pour commencer, la LBH de type II
est une hélice composée de 15 résidus par pas d’hélice. Ses trois faces sont constituées de brins f de quatre
résidus de long connectés par un résidu constituant le coude B (Figure 11 a). La LBH type I est constituée de
18 A.As par pas d’hélice, répartie dans trois feuillets B de quatre acides aminés connectés par des coudes de 2
résidus (Figure 11 b). Comme nous pouvons le voir, le diamétre est différent entre les deux types, ce qui est di
au nombre de résidus par tour. Aussi, il a été reporté que la rigidité de la LBH de type 11 est supérieure a celle
du type LI Cette rigidité est due aux ponts disulfures présents afin de renforcer le coude dans les hélices de
type Il naturelles, mais aussi aux feuillets B qui sont plats. La LBH de type I, est beaucoup plus flexible, comme
nous pouvons le voir sur la Figure 11 b, avec les brins B des feuillets ayant des angles différents entre eux et
les coudes plus libres et flexibles. Une autre différence est la stabilité de ces types de repliements, le type I
étant plus stable que le IL.['% Le type II est plus rigide mais ne tolére pas les fonctionnalisations, mutations ou
incorporation de boucles (i.e. qui permettraient d’accueillir un site métallique), ce qui n’est pas le cas pour le
type L. Le type II serait alors une bonne option pour concevoir des nanofils linéaires et rigides, alors que le type

I serait plus adapté aux applications nécessitant une diversité structurale plus importante, comme la
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fonctionnalisation avec des boucles ou des domaines catalytiques par exemple. Enfin, une autre propriété
intéressante est la capacité des hélices B gauche de type I & former, naturellement, des structures trimériques.
Ceci peut s’avérer intéressant aussi lorsque 1’on veut contrdler 1’état d’oligomérisation d’une protéine par
ingénierie. On retrouve naturellement dans certaines structures des métaux a I’interface entre deux hélices,
coordonnés par deux résidus d’une hélice, et un d’une autre, comme c’est le cas pour I’anhydrase carbonique
7.8 En revanche, les LBHs de type Il sont monomériques et sont souvent utilisées par la Nature comme
protéines antigels grace a leur régularité permettant d’avoir des résidus répartis régulierement sur une surface

plane.[%]

Dans le but de concevoir des ArMs par autoassemblage, il nous parait donc judicieux de se baser sur le
repliement en hélice B gauche de type I, permettant une large palette de fonctionnalisation et des mutations,

sans pour autant casser I’assemblage.

Dans la suite de ce manuscrit, les termes « hélice B gauche » et « LBH » désigneront une hélice 3
parallele gauche de type I.

1.7 Les hélices B gauche de type I

Les hélices f gauche de type I sont des structures retrouvées

[104

principalement dans les bactéries.['! Elles sont le plus souvent retrouvées

dans des transférases.['%

L’hélice B gauche de type I, comme montré en Figure 11 est un repliement
plus gros que le type I, lui permettant une flexibilité plus importante, qui a
pour conséquence de garder I’assemblage solidaire lorsque celui-ci est mis

sous contrainte sans causer sa rupture et lui permet aussi d’accommoder des
[92,100,105

boucles de structures tres diverses. I Le volume du cceur hydrophobe

de ce repliement est relativement important, et est composé de deux résidus Figure 12 : Représentation
schématique d’une LBH de type I

illustrant I’orientation des différents

valines, leucines ou isoleucines aux positions orientées vers I’intérieur, a  résidus, participants aux feuillets  en
. . . . . L rouge, aux coudes 3 en vert. En bleu

savoir By' et Bs'. Un schéma montrant les positions des résidus ainsi que leur  sont montrées les positions orientées

vers I’extérieur de I’hélice et en gris

vert I’intérieur (coeur
x = 1,2,3,4, « B » faisant référence au feuillet B, « x » correspondant au hydrophobe).[100:106]

par feuillets, donc 6 résidus par tour d’hélice, principalement composé de

orientation est montré en Figure 12. Les positions sont nommées B° avec

numéro du résidu dans le feuillet et « i » pour un résidu orienté vers I’intérieur (in) et « o » vers I’extérieur
(out). Ceux étant orientés vers I’extérieur sont généralement plus hydrophiles que ceux orientés vers
Pintérieur.l1%1%] L3 cohésion du repliement est assurée, en majorité, par les feuillets B, avec une moyenne de
13 liaisons hydrogéne dues aux interactions inter-feuillets, mais aussi par le cceur hydrophobe.!'° La distance

entre les feuillets B est la méme que celle retrouvée classiquement dans les structures comportant des feuillets
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que ce soit paralléles ou anti-paralléles, ce qui fait que la structure a une croissance axiale d’environ 4.8 A par

pas d’hélice.

Depuis sa découverte en 1995, peu d’études ont été réalisées sur ce type particulier de repliement. C’est en
2008 que I’équipe de Cohen publie une analyse des séquences et des structures de huit protéines différentes se
repliant en hélice p gauche. Pour se faire, les pas d’hélice, de 18 résidus (= 3 hexades), ont été moyennés sur

100,106]

une hexade (Figure 13).[
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Figure 13 : a) Fréquence d’apparition des résidus en fonction de leurs positions dans la LBH ; b) représentation schématique d’un pas
d’hélice avec les couleurs correspondantes. Figure adaptée des reff100:106]

Ils ont déterminé la fréquence d’apparition des résidus pour chaque position de I’hélice (Figure 13 a). Cela a
permis de mettre en évidence plusieurs choses comme la présence importante de résidus hydrophobes orientés
a Iintérieur de I’hélice, mais aussi la prépondérance de la glycine en position Bs, probablement présente ici
dans le but d'apporter de la flexibilité et ne pas encombrer le coude B. En ce qui concerne les autres positions,
pointant vers I’extérieur de I’hélice, la distribution des acides aminés est plus diversifiée. La méme équipe a
aussi publié une étude de compatibilité des différents résidus pour chaque position, en mutant certains résidus
de I’hélice B gauche de la protéine E. coli UDP-N-acétylglucosamine acyltransférase (LpxA) (Tableau 2).

Tableau 2 : Tolérance des résidus du domaine LBH de la protéine LpxA a partir d’essais de repliement in vivo. Résidus chargés (en
vert), encombrants (en gris), proline en dehors des positions T1 et T2 (en rouge). Tableau adapté de la refl!00],

type position résidu connu autorisé non autorisé
(LpxA)

T G52, R58 P,D,G,AE,N,SSH, K, T, Y, M,F,R,Q,I,C L,V,W

T, H53,D59 | N,G,D,P,F,R,E,K,Q,H,S, Y, T,L,A,M, W, C | Y

B/ T54, N60 V,A, T,S,C,LLN,L,F G, QM [r K, H,E,D,P
B2° K55, E61 V,T,LS,E,; Y, K, F, HL R, M\, N, W,L,Q, A, G, C D P

B;' 156, 162 LV,L,AF,T,M,C G, N,Q,S [R K, H,E,D,P
Bs° G57,N51 | G,E,A,D,H,V,N,SS LK, R, M\,T,L, Y, Q, C, FW P
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Cette ¢tude fait notamment apparaitre le caractére déstabilisateur de la proline dans les positions autres que T

et T2 (coude). Elle montre également I’incompatibilité d’avoir des résidus hydrophobes trop importants (i.e. W,

Y) ainsi que des résidus chargés (i.e. H, K, D, E) aux positions B;' et Bs' qui empéchent le repliement de 1’hélice

B gauche. Ces études ont été les premicres mettant en évidence la relation s€quence-structure pour ce type de

repliement, en termes de compatibilité et de fréquences des résidus le composant.!

106]

Une autre caractéristique structurale intéressante de ce type de LBH est son arrangement en trimére d’hélices,

ou les trois hélices interagissent latéralement. Ces interactions peuvent se faire au niveau du repliement

canonique (surtout), des motifs de terminaison (« bouchons ») ou des boucles présentes le long de I’hélice

Figure 14 : Exemple d’une structure naturelle d’hélice B gauche de
type I (PDB : 1HM9) (haut), et sa représentation schématique (bas).
Vu de profil d’un monomere (a, c¢) et vu du « dessus » du trimeére (b,
d). Les motifs de terminaison (ou « bouchons ») en Ner sont montrés
en verts et ceux en Ceer en violet, les boucles présentes en rouges sur

le repliement canonique de I’hélice (noir).
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(Figure 14). Généralement, les motifs de
terminaison en N, du motif canonique sont les
plus gros, ils préviennent l’agrégation latérale
avec d’autres hélices par leur taille conséquente.
Les motifs de terminaison peuvent aussi étre
responsables de la cohésion par interaction de
ceux-ci avec les derniers tours de motifs
canoniques d’une autre hélice, servant par la
méme occasion a masquer le cceur hydrophobe.
L’assemblage est alors d’autant plus stabilisé
qu’il y a des interactions entre les hélices, comme
a I’intérieur du trimére d’hélices avec des échelles

d’asparagines ou encore d’empilements 7.

Prenant comme base une hélice  gauche de type
I, des dynamiques moléculaires ont été effectuées
afin de savoir s’il était possible de former des
autoassemblages stables avec ce repliement. C’est
ce que I’équipe de R. Nussinov a réalisé.’!197 IIs
ont modélisé et étudié la stabilité de I’assemblage
d’un motif correspondant & deux pas d’hélice 3
(type 1) (Figure 15). Avec toutes ces analyses, il
en a été conclu que, pour ce type de structure, les
glycines et prolines étaient importantes dans les
coudes pour maintenir la stabilit¢ de
I’assemblage. L’incorporation de résidus non
naturels dans les coudes de cette structure
permettrait aussi d’augmenter la stabilité de

I’assemblage par rigidification de celui-ci.[17:108]



Plus tard, les travaux de D. L. Cox sur des solénoides similaires se repliant en hélices B (type II) ont permis de
confirmer expérimentalement les dynamiques moléculaires réalisées précédemment sur 1’autoassemblage de
ces structures. Méme lorsque le motif était plus grand (unité de base avec un plus grand nombre de pas d’hélice),

des fibres ont été obtenues pour des motifs se repliant en hélices B paralléles gauche.[*®!

Ces travaux se rapprochent beaucoup de ce qui a été
fait par P. L. Davies avec des structures en solénoides
B mais de type différent. Tous montrent que
I’autoassemblage de solénoides [ est favorable et
stable, grice aux diverses interactions inhérentes a ce
repliement. Ceci montre la possibilité d’obtenir des
assemblages intéressants par conception de novo de
séquences se repliant en LBHs. La conception de novo
se résume & concevoir des séquences basées sur la
compréhension de leur repliement. Cela nécessite
donc de faire le lien entre la séquence d’une protéine
et la structure de celle-ci, i.e. identifier les résidus
responsables de tel ou tel repliement. Une conception
rationnelle, ou de novo, est alors basée sur une
dépendance entre la structure, la séquence et la

17,109—

fonction.! 2] Par la suite, une fois les résidus

essentiels au repliement identifiés, des fonctions (i.e.

catalytiques ou biologiques) peuvent étre apportées.
Figure 15 : Illustration schématique de conception de fibres

d’hélices P gauche par autoassemblage d’une unité de base. a)

facilitée par les progrés récents dans le domaine des structure cristallographique trimérique de la galactoside

acétyltransférase (PDB : 1KRR), b) structure monomérique
montrant le motif répétitif choisi, ¢) motif répétitif en solénoide B
récemment Alphafold.!'!3:114] composé de deux pas et ¢) empilement de ces motifs.
Figure reprise de la reft!?7],

De plus, de nos jours, la conception de protéines est

modélisations moléculaires avec Rosetta et plus

1.8 Objectifs de these

En se basant sur ces différents travaux, notre but général est de construire une ou des briques de base,
pouvant s’assembler en hélice B gauche de type I de manicre prédictible et stable, celles-ci pouvant étre
fonctionnalisées avec divers domaines et/ou mutées a certaines positions. Cela correspond donc aux premiers
pas de I’idée proposée schématiquement dans la Figure 5 avec la brique choisie constituée d’un peptide se
repliant en hélice p gauche. Cela afin de développer une méthodologie nouvelle et versatile de conception de
biomatériaux par autoassemblage et plus particuliecrement de métalloenzymes artificielles multisites. Les
travaux précédents démontrent une stabilité importante/suffisante pour les assemblages de briques congues a

partir de plusieurs solénoides . De plus, ils montrent que 1’hélice B gauche de type I est un repliement stable,
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permettant d’accommoder une variété structurale importante (boucles) a certains coudes. C’est alors pour cela

que nous avons choisi ce repliement afin de concevoir la brique de base.

Ces travaux de thése ont pour but d’établir les premiéres étapes vers le développement de cette méthodologie
de conception d’enzymes artificielles multisites. Entre autres, il a fallu concevoir des séquences relativement

courtes se repliant en hélice B gauche. Pour cela, mon travail s’est divisé en plusieurs sous-projets.

Le premier projet a visé a établir un outil plus fiable pour la conception de séquences favorables au
repliement LBH. Les études précédentes se limitant & I’objet monomérique, nous proposons une analyse plus
détaillée en prenant en compte que les LBHs existent en trimére dans les protéines naturelles. C’est pour cela
que nous avons étudié des structures naturelles de LBHs afin de recenser les différents acides aminés et leurs
positions dans I’hélice tout en montrant le role dans de la séquence dans la formation trimérique des
assemblages et des premiers et derniers tours de chaque hélice. De plus, une étude sur plusieurs dizaines de
structures cristallographiques a permis d’obtenir des informations sur les résidus et différents motifs structuraux
de ce repliement. Cette analyse a alors permis la construction d’une table rendant compte plus fidélement des
différentes faces et parties des hélices, notamment les premiers et derniers tours ayant pour role de nucléer et
de terminer le repliement. Elle pourra alors étre utilisée comme outil de conception 1) de briques de base de
petite taille, pour la formation de fibres trimériques d’hélices B gauche 2) de séquences peptidiques (voire de
protéines entiéres) pour la formation d’assemblages trimériques de LBHs solubles par I’ utilisation de motifs de

terminaison.

Le second projet a constitué la partie la plus conséquente de mon projet. Il a s’agit ici de concevoir des
briques peptidiques de taille minimale pouvant servir de plateforme pour diverses applications. Nous avons pu,
a partir de I’analyse précédente, concevoir, synthétiser et caractériser des peptides susceptibles de se replier et
s’autoassembler en triméres d’hélices f gauche. Afin de caractériser la structure adoptée par ces peptides, nous
avons utilisé une approche multitechnique permettant de combiner et confirmer les résultats de chacune des
techniques utilisées. Le but étant de dresser une « carte d’identité » du repliement hélice B gauche, ce repliement
n’étant jamais retrouvé seul naturellement du fait des motifs de terminaison et boucles. Nous nous sommes
appuyés sur différentes techniques comme les spectroscopies de fluorescence, dichroisme circulaire et
infrarouge ainsi que des techniques de microscopie comme la microscopie €lectronique a transmission et la

microscopie électronique a transmission a basse température.

Enfin, le dernier projet de ma thése est différent des deux autres. Pour celui-ci, I’objectif principal a été
de concevoir des peptides, de séquence minimale afin d’encoder le repliement hélice p gauche. Pour réaliser
cela, nous avons congu des séquences correspondant a un tiers de pas d’hélice, ce que nous avons supposé étre
le motif minimal. L hélice B serait donc reconstituée ici par assemblage dans les 3 directions de I’espace. Aussi,
et a ’inverse des autres parties, I’assemblage ne pourra pas étre limité a la formation d’un trimére. C’est pour
cette raison que nous nous attendions a ce que I’assemblage de ces peptides conduise a la formation de cristaux.

Par conséquent, ces objets ont été caractérisés par diffraction des rayons X. Cette partie décrit donc
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I’optimisation des conditions de cristallisation des peptides menant a la résolution de la structure de certains

d’entre eux.
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2.1 Introduction

2.1.1 Limites des études précédentes

Comme présenté dans I’Introduction, I’équipe de F. Cohen a publié deux articles étudiant la relation
séquence-structure pour les hélices B gauche de type I (LPHs).'?) Ce fut un pas important dans la
compréhension des LBHs mais ils sont limitées car plusieurs aspects de ce repliement ont été ignorés :

-Le premier est que ces hélices (de type 1) sont des domaines de trimérisation, ce qui veut dire que chaque face
de I’hélice n’est pas exposée au méme environnement. La différenciation des faces a été¢ mentionnée auparavant

par d’autres que 1’équipe de Cohen, mais sans réaliser de séquence consensus sur ce type de structure. !

-Le deuxiéme est que tous les pas d’hélice ne sont pas équivalents. En effet, les tours situés aux extrémités sont
bien différents de ceux retrouvés dans le corps de 1’hélice. Ils ont des roles de nucléation et des roles de

terminaison, avec des motifs particuliers. Ces motifs ne sont pas retrouvés dans les pas du milieu de I’hélice.

Aussi, dans les travaux de Cohen, ne pas avoir fait ces distinctions a amené a gommer ces différences, les

noyant dans une « hexade moyenne » (Figure 13).

Dans I’optique de concevoir des peptides se repliant en hélice B gauche trimérique, de taille infinie (i.e.
nanofils) ou finie (i.e. structure soluble) nous avons besoin de connaitre le role des A.As présents dans I’hélice
et leurs fréquences, a la lumiére du caractére trimérique de ces objets ainsi que des différents roles joués par
les différents tours de I’hélice. Cela n’étant pas décrit fidélement dans la littérature, nous nous sommes mis a
construire un outil de conception d’hélices B gauche de type I, plus précis et plus fidéle que les études déja

réalisées.

2.2 Construction de ’outil

La construction de ce nouvel outil pour la conception peptides/protéines se repliant en hélices f gauche
est illustrée en Figure 16. Elle s’est faite similairement a I’analyse qui a été réalisée par Cohen et collaborateurs,
mais avec différenciation des faces (Figure 16 c) et parties (Figure 16 d) de I’hélice. Il en résulte un tableau de
fréquences d’apparition des résidus suivant les positions (Figure 16 e), pour les 9 (3 faces x 3 parties) hexades
distinguées.!"! Dans I’ optique de développer un outil se basant sur la méthodologie de Davies (identification de
motifs structuraux répétitifs, a partir de séquences consensus, pour former des assemblages) I’étude permettra

de différencier les parties canoniques et celles qui le sont moins.™
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La premiere étape a été la recherche de toutes les structures d’hélices B gauche de Type I présentes sur la Protein
Data Bank (PDB) (Figure 16 a). Nous avons ensuite identifi¢é les parties canoniques des protéines
correspondantes a la LBH (Figure 16 b). Les différentes hexades ont ensuite été identifiées (I, 11, I1I), de méme
pour les différents tours (N, R, C) (Figure 16 c et d). Les séquences ont ensuite été reportées dans un tableur,
séparées suivant les hexades et tours et analysées pour donner un tableau 3x3 (Figure 16 e).
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Figure 16 : Schéma synthétique de la méthodologie appliquée pour construire 1’outil. a) Protéine naturelle composée d’un trimére
d’hélices (gris) et de motifs de terminaison et boucles (rose) ; b) Trimere d’hélices seul ; ¢) Discrimination des faces selon
I’arrangement trimérique ; d) différenciation des parties des hélices et représentations de construction de la matrice 3x3.

2.2.1 Recherche de structures PDB

La recherche de structures PDB correspondant aux hélices B gauche n’est pas triviale. Partant de
structures ayant un repliement en LBH, une recherche par similarité de structure sur la PDB a été réalisée. Cela
nous a permis d’identifier une quarantaine de structures avec un repliement en LBH (Annexe 1). La recherche
par mot clé s’est avérée tres utile car la majorité de ces structures sont celles d’UDP N-Acétyltransférases. La
recherche de structure a ensuite été grandement aidée par la publication d’une banque de données regroupant
tous les motifs structuraux répétitifs retrouvés dans la PDB.P! Les tables de données par structures peuvent étre
téléchargées sous format .xlsx permettant le traitement par la suite. Cependant, la PDB et la banque de données
regroupent tout par code PDB et il a donc fallu trier toutes ces structures par code Uniprot afin de s’assurer que
les protéines sont différentes. Cela a permis de passer de 344 structures a 86, ce qui a trés grandement simplifié
I’étude. Toutes les structures n’étant pas des hélices B gauche trimériques ont été mises de coté. Parmi les 86
structures référencées, 19 d’entre elles ne sont pas soit trimériques, soit de section triangulaire. 11 a'y beaucoup
de solénoides B mais aussi des structures non organisées en solénoides . Aprés avoir trié et identifié les
structures d’intérét, nous avons commencé a mettre en place une méthodologie de travail afin de pouvoir

construire le nouvel outil se présentant sous forme de matrice 3 x 3. La recherche de structure a été stoppée le
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15/08/2021, ce qui veut dire que toutes les protéines reportées ont été mises en ligne avant cette date. Il est a
noter qu’a la date du 30/06/2022 seulement 2 autres structures différentes de celles précédentes ont été déposées
sur la PDB correspondant a un repliement en hélice p gauche de type 1. Ce travail a pris énormément de temps
puisqu’il a été réalisé sur 78 structures différentes, ce qui correspond a un peu plus de 10000 résidus, triés et

reportés « a la main ».

2.3 Restriction de ’analyse au pur repliement hélice  gauche

de type I

Les structures disponibles dans la Protein Data Bank sont celles de protéines cristallisées contenant des
hélices f gauche mais pas seulement. Il ne s’agit pas d’hélices pures, elles sont en réalité composées de motifs
de terminaison (bouchons) en Ny et en Cir présents naturellement afin de stopper la croissance de I’hélice, et
parfois d’autres domaines encore (i.e. domaines globulaires). Mais ce n’est pas tout, il y a aussi des boucles,
dans le corps I’hélice, qui ne sont pas canoniques. Toutes ces parties de la protéine n’ont donc pas été prises en
compte lors de I’étude, cette derniére se focalisant seulement sur le repliement hélice § gauche de Type I (Figure
16 et Figure 14). Nous avons de méme observé des parties de [’hélice qui comprennent des ajouts de résidus
(en moyenne 2) par rapport au tour de référence de 18 A.As et ne formant pas de boucles, idem pour les
suppressions d’acides aminés. Lors de cette étape, il est important d’appliquer toujours la méme méthodologie
concernant ce qui est canonique ou pas. Le postulat de départ est que tous les résidus hors des positions
canoniques de I’hélice ne font pas partie du repliement canonique. En d’autres termes, les acides aminés ne
formant pas de feuillets ou coudes B canoniques n’ont pas été pris en compte, ce qui permet d’éliminer
facilement les chaines peptidiques de début et de fin de boucle par exemple. L’étape suivante a alors été
I’identification des différentes faces ou hexades en fonction de leur position dans le trimére. Une hexade est
définie ici comme étant assimilée a une face car chacune est composée de six résidus. Le trimére est symétrique,
et est un assemblage de trois hélices identiques qui sont-elles méme asymétriques, c’est-a-dire que leurs faces

ne sont pas équivalentes.

Ces faces (ainsi que leur hexade correspondante : Bi, B,, B3, B4, T1, T2 sans leurs exposants) ont été colorées
et nommées (1), et (Figure 16 ¢). L’hexade fait référence a la face la plus exposée au solvant, donc,
ou les résidus les plus hydrophiles seront retrouvés. La correspond a I’hexade dont les positions T; et T
forment le coude étant au centre du trimére, cette face pouvant interagir avec les résidus de la (I). De ce fait,
I’hexade (I) est la moins exposée au solvant, avec des A.As faisant front a la d’une autre hélice.

Enfin, chacune des hélices étudiées a ét¢ décomposée en 3 parties distinctes (N), (R) et (C) comme montrées
en Figure 16 d. Cette séparation permet de mettre en valeur les différents motifs structuraux associés a chaque
partie. Ce qui nous a donné accés a I’identification de motifs (enchainements d’acides aminés) favorisant (i)

I’initiation de I’hélice, pour le tour (premier tour de I’hélice apres le Nier), (ii) la stabilisation pour les tours
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(R) et (iii) stoppant I’hélice pour le tour (C) (dernier tour avant le Ci). L’identification de ces parties est
importante concernant la conception du tableau comme nouvel outil pouvant servir a la conception de structures
se repliant en hélices B gauche. En effet, grace a celles-ci, la taille des objets congus pourrait étre contr6lée par
simple ajout d’un tour (N) et (C) pouvant mener a la formation d’objets solubles de taille finie ou non. Les
protéines naturelles retrouvées dans la PDB ont un nombre de tours limité grace a ces parties (de 4 a 11 au

maximum avec une moyenne de 7 tours, 6 étant le nombre de tours le plus fréquent).

Pour chaque structure identifiée, le fichier .pdb a été téléchargé et visualisé avec Pymol.[®! La visualisation de
ces protéines est primordiale dans le but de pouvoir identifier précisément les hélices et surtout les positions
des résidus, tout en omettant les boucles et motifs globulaires des protéines naturelles. Nous avons créé un
tableur dans lequel les acides aminés sont répertoriés suivant leur position et la partie de 1’hélice auxquelles ils
appartiennent (i.e. matrice 3x3 d’hexades). Il en résulte que pour chaque position (3 types de tours x 3 cotés x
6 résidus = 54 positions), le pourcentage de présence de chaque acide aminé est déterminé (Tableau 3). Un
tableau récapitulatif des structures étudiées est montré en Annexe 1.
Tableau 3 : Matrice 3x3 représentant 1’analyse effectuée sur les différentes protéines ou est représentée la fréquence de présence des

résidus en fonction des tours, des faces et des positions. Les lettres correspondent aux résidus, @ fait référence a des positions
manquantes alors que ¢ se rapporte a des résidus participants aux boucles.
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Quant aux formes trimériques des hélices f gauche, les faces ne sont pas équivalentes, notamment pour les
résidus étant orientés vers I’extérieur de chaque hélice. Cela peut se comprendre par le fait que I’exposition au
solvant y est différente, ce qui est également le cas pour d’autres chaines peptidiques comme une hélice
différente, un bouchon ou encore d’autres molécules. Cependant, les chaines latérales étant orientées vers
I’intérieur de I’hélice, les résidus participant au cceur hydrophobe restent immuables et sont comparables a

I’étude précédente.!!

2.3.1 Le coeur hydrophobe

Etant commun a toutes les hexades, le coeur hydrophobe est la
seconde interaction la plus forte maintenant la cohésion de I’hélice et
lui est essentiel.l'*781 11 est composé de résidus présents aux positions
Bi' et B3\, qui sont tournées vers ’intérieur de I’hélice (Figure 17). De
plus, I’hélice étant extrémement réguliére en termes de structure, les
résidus composant cet intérieur ne peuvent varier que trés peu. Il s’ agit
ici donc des résidus les plus conservés dans ce type de structure, surtout

dans les tours canoniques (R). Evidemment, il existe des différences

entre les deux positions, qui sont principalement dues a un

encombrement stérique distinct. En position By, les résidus les plus

Figure 17: Exemple d'une hélice f§ gauche
fréquemment retrouvés sont des alanines, valines, serines et thréonines, mettant en évidence les résidus du cceur
hydrophobe en rouge.

I’encombrement stérique limitant la taille des résidus. Les sérines et
thréonines participent a la cohésion par formation d'une liaison hydrogene avec la chaine principale d’un autre
résidu situé en face (B4°) (Figure 18 a). Nous pouvons aussi noter la présence non négligeable d’une cystéine a
cette position, pouvant faire cette méme liaison hydrogene. Il est cependant possible de retrouver a cette
position des résidus plus gros tels que des leucines, isoleucines ou encore phénylalanine, mais cela est rare,
notamment pour la phénylalanine qui n’est retrouvée que dans la premiére partie de I’hélice (N). Comparé aux
autres tours, le premier est le moins contraint (puisqu’exposé au solvant), et des résidus plus gros y sont

retrouvés afin d’apporter une contribution non négligeable au cceur hydrophobe.

Une chose surprenante que I’on peut y remarquer est la possibilité de rencontrer une proline en By qui participe
au cceur hydrophobe de I’hélice. Cela se produit lorsqu’il y a une boucle juste avant (Figure 18 b). Un peu plus
courante est la présence d’asparagines a cette position (tours R) consolidant 1’assemblage par formation
d’échelles de liaisons H et par interactions avec le résidu situé en face en B4° (Figure 18 c). Toutes ces

interactions B1-B4° consolident grandement le coude B, et ipso facto le repliement entier.
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Figure 18 : Résidus aux positions By illustrant a) la contribution des thréonines, sérines et cystéines a la formation de liaisons
hydrogene avec la chaine principale du résidu en B4° en face (PDB : 31XC) ; b) la proline participant au coeur hydrophobe juste aprés
une boucle (en rose) (PDB : 1XHD) ; ¢) une échelle d’asparagine interne (position B1) interagissant comme les résidus en a) (PDB :

4EQY).

En ce qui concerne la position B3, les résidus les plus fréquemment retrouvés sont I’isoleucine, la valine et la
leucine. L’isoleucine est présente en majorité dans les tours (N) et (R) et non dans le tour (C), ce qui peut
s’expliquer par le fait que le dernier tour a souvent une section plus petite que les autres tours (a cause d’A.As
manquants dans les coudes), ne permettant pas d’accommoder d’isoleucines. Dans ce cas-ci, la valine est
préférée. Néanmoins, la fréquence des isoleucines reportée dans le Tableau 4 ne refléte pas réellement ce qu’il
se passe dans le cceur hydrophobe. En effet, il est possible de trouver des ensembles de trois isoleucines dans
le méme tour, mais cela reste relativement rare (6.7% pour (N), 16.3% pour (R) et 0% pour (C)). La raison
pourrait étre la stabilité qui ne serait pas optimale lorsque 3 isoleucines se font face dans le méme tour. C’est
pour cela qu’en général, le motif retrouvé est de 1-2 Ile pour 2-1 Val (ou leucine). 1l n’est aussi pas retrouvé,
ou trés peu, d'empilement d’isoleucines pour une méme position entre différents tours. 22 % des tours (C) sont
composés de trois Val ; signe que ce dernier tour est composé d’un cceur hydrophobe moins important que les

autres.

Alors que les résidus orientés vers I’intérieur de 1’hélice sont treés conservés, ceux orientés vers 1’extérieur sont
trés différents, et varient selon les positions, les faces mais aussi les types de tours. Nous traiterons ces positions
selon leurs appartenances aux différentes parties de I’hélice car cela permet de mettre en lumiére les différents

motifs identifiés en fonction des parties, les faces pouvant étre directement comparées entre-elles.

2.3.2 Les tours

Comme dit précédemment, I’identification des différentes parties des hélices nous permettra de mieux
comprendre les interactions en jeu lors de la formation de LBHs et s’en servir pour la conception rationnelle de
protéines adoptant ce repliement. Nous pourrons notamment déterminer des motifs, favorisant ce repliement,

mais aussi ceux qui le défavorisent.

45



2.3.2.1 Les tours de nucléation (N)

Tableau 4 : Fréquence d’observation des acides aminés suivant les positions retrouvées sur le tour de nucléation. Les caractéres ¢
indiquent que les résidus a cette position adoptent une conformation non-canonique.
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Le premier tour, en N-ter de I’hélice, fait le lien entre le bouchon en N-ter de cette structure et le reste
de I’hélice. Il est alors trés important que ce tour soit bien défini. Ensuite, sur les structures, nous remarquons
que ce tour admet une courbure (perpendiculaire aux feuillets) plus importante au niveau de ses coudes B que
les autres parties (visible Figure 16), qui sont relativement plates et paralleles aux feuillets B. De plus, la
fréquence des prolines dans ces tours est plus importante que dans les autres tours, aux positions T;.[1 Enfin,
des motifs spécifiques renfor¢ant la cohésion des coudes P par interactions avec des résidus de la chaine
principale du tour suivant sont observés (voir ci-dessus). Pour toutes ces considérations, ce premier tour est tres

important, et nous I’appellerons « tour de nucléation » par la suite.

2.3.2.1.1 Identification d’un motif de 3 résidus comme motif de nucléation

I1 a été reporté de multiples fois dans la littérature que la proline est une inductrice de coude car elle
induit un angle dans la chaine principale, du fait de sa structure cyclique. En position T, la conformation cis
de cette derniére permet de former un coude B qui a pour avantage de placer les positions B4° et By en face.
Cela permettant la formation d’une liaison hydrogéne entre chaine principale et chaine latérale des acides
aminés qui y sont respectivement présents, stabilisant la formation du coude. En plus de former des liaisons
hydrogene inter-coudes, celles-ci s’orientent de fagon a former une interaction avec le coude du tour suivant,
stabilisant ainsi la formation de I’hélice. Ces motifs ont pour séquence générique X-P-Z avec X =D ou H, et
Z =S, T, D. lls permettent d’induire la formation de coudes B tout en formant des interactions avec le tour en

n+1 comme nous pouvons le voir en Figure 19.
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Figure 19: Exemples de motifs retrouvés en tour (N) renforgant la formation de I’hélice avec a) RDH (PDB : 3R8Y), b) HPT (PDB :
3HSQ) et ¢) DPS (PDB : 4E6U). En pointillés sont encadrés les résidus faisant partie du tour n+1.
Ces motifs sont surtout présents dans les faces (1) et (111) comme nous pouvons le voir sur le Tableau 4. En ce
qui concerne la face qui est la plus exposée a I’eau, ces motifs ne sont retrouvés qu’en trés faibles
proportions. Une explication pourrait étre que ces résidus sont ceux qui interagissent avec 1’eau afin de garder

I’assemblage soluble. C’est d’ailleurs 1’hexade ou la lysine est la plus présente en T;.

Nous n’avons pas observé de tours (IN) avec trois prolines en T, mais aussi que trés peu de tours ou les prolines
sont présentes au nombre de deux (quatre structures, 5 %). Nous pouvons cependant noter la présence en trés
large majorité d’au moins une proline dans ce premier tour dans 56 structures, soit 78 % des tours (N) étudiés.
Il reste néanmoins 22 structures ol aucune proline n’est présente dans ce tour (N) a la position T,
essentiellement di a la présence de chaines non-canoniques, commencgant trés souvent en T, (dans 47 % des

cas pour le tour (N) ou pour les autres).

2.3.2.1.2 La flexibilité des coudes p

Un peu a ’opposé de la contrainte qu’apporte la proline en position T, des glycines sont, elles,
responsables de la flexibilit¢ de la chaine, a cause d’une absence de chaine latérale. Elle est plus
particuliérement présente aux positions B4°, T1, T2 qui sont les positions les moins contraintes a adopter un
repliement en feuillets B canoniques et ne contribuant pas au coeur hydrophobe. Il est donc logique de la
retrouver dans ces positions, ce qui est particuliérement vrai pour les tours canoniques (R). Mais comme nous
pouvons le voir dans le Tableau 4, leur présence est bien moins importante. Cela peut étre expliqué par le fait
que le premier tour (N) doit avoir un degré de liberté limité, ¢’est-a-dire que, dans ce tour, ce qui est important
c’est la stabilité. Elle doit étre relativement importante afin de pouvoir amorcer le repliement. C’est pour ces
raisons qu’a la place de glycines, nous retrouvons des résidus capables de faire des interactions chaines

principales-chaines latérales. Il s’agit ici de ce que nous appelons des motifs de nucléations.
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2.3.2.1.3 La position B;° est la plus variable en fonction des faces

En revanche, la position B,° admet beaucoup plus de liberté et accommode préférentiellement des
résidus assez imposants. Mais encore une fois, et logiquement, la face est celle qui porte le plus d’acides
aminés chargés et polaires a cette position. Pour les deux autres faces, nous observons des résidus hydrophiles
et hydrophobes en fonction de ’environnement de ceux-ci. En effet, dans les motifs formant le bouchon, les
boucles sont présentes et sont souvent imposantes (domaines globulaires), ce qui les amenent a interagir avec
les résidus tournés vers I’extérieur de I’hélice et plus particulierement B,°. Nous avons choisi, dans notre
analyse, de ne pas prendre en compte les parties autres que celle de I’hélice B gauche, et donc les interactions

dans lesquelles elles sont impliquées ne sont pas détaillées ici.

2.3.2.2 Les tours de terminaison (C)

Tableau 5 : Fréquence d’observation des acides aminés suivant les positions identifiées dans le tour de terminaison (C). Les
suppressions de résidus sont ici montrées en @ et les ¢ indiquent que les résidus a cette position adoptent une conformation non-

canonique.
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Les tours de terminaison (C) ont pour role d’achever le repliement, c’est pour cela que nous allons y
retrouver des motifs structuraux déstabilisants. Cela sert alors a prévenir les interactions avec d’autres tours
n+1 hypothétiques. Ce qui veut dire que dans ces dernieres séquences, les motifs qui y sont présents sont bien
différents des autres parties. L enjeu est d’empécher la continuation de I’hélice vers le Cir, sans pour autant

déstabiliser le repliement en amont (en Ni.r de ce tour-1a).

D’abord, comme dit plus tot, le cceur hydrophobe y est différent, majoritairement composé de valines en
position B;', mais nous y retrouvons aussi des résidus comme la tyrosine et la phénylalanine, ce qui a été décrit
comme interdit dans I’étude précédente (Tableau 2). Nous observons la présence non négligeable de sérines, et
thréonines en position B;' des faces (1) et (111) (Figure 20 a). Et encore une fois, I’hexade est différente

puisque dans plus de 70 % des structures analysées, cette position B n’était pas présente, déstabilisant le
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repliement. De plus, lorsqu’un résidu occupe cette position, plusieurs acides aminés y sont retrouvés, dont la
lysine, ce qui n’est pas observé dans les autres tours et n’est normalement pas compatible avec la continuation
de I’hélice puisque cela I’oriente vers le caeur hydrophobe. Cette suppression va de pair avec la position T
adjacente (i.e. hexade (1)) qui, elle aussi, n’est pas présente dans la majorité des cas. Nous avons attribué cela
a un motif de terminaison permettant de « casser » le réseau de liaisons hydrogene de I’hélice (Figure 20 b).

a) P | 4 b) c)

Figure 20: Motifs caractéristiques des tours de terminaison (C) avec a) Iinteraction de la sérine en B1°, b) la suppression de deux
résidus cassant le réseau de liaisons H (rouge), c) la présence d’une proline en B4° perpendiculaire aux feuillets § et T1 induisant le
coude. En rose est montrée I’épingle B comme motif de « bouchon » (PDB : 1LXA).

Pour rappel, tous les résidus ne contribuant pas a I’hélice que ce soit par interactions de type feuillets B, ceeur
hydrophobe, hydrogénes ou électrostatiques ne sont pas pris en compte dans 1’analyse. Ce qui veut dire ici que
les positions T; et T, de la face ne contribuent pas a I’hélice puisque n’occupent pas des positions
canoniques. Comme vu ci-dessus, trés souvent, I’hélice se termine par un motif en épingles B. Ces épingles
commencent a la position T; de cette méme face, ce qui explique le taux de présence trés faible d’acides aminés

aux positions T; et T».

Un autre motif de terminaison trés fréquent est la présence de proline en position B4°, retrouvée dans plus de
60 % des structures étudiées. L’étude précédente montrant I'incompatibilité de retrouver une proline a cette
position confirme le role déstabilisateur de la proline.®®! Cette proline, trés souvent suivie d’une autre (motif
Pro-Pro), se place perpendiculairement aux feuillets 3, ce qui prévient I’empilement d’autres feuillets (Figure
20 c). Cela permettant de terminer la croissance de I’hélice et d’avoir un assemblage fini.

11 parait aussi nécessaire de mentionner le fait que les acides aspartiques présents en B,° de la face font une
liaison hydrogéne avec les chaines principales situées dans le tour n-1. Alors que les résidus hydrophobes
comme la leucine, la valine, ou l'isoleucine retrouvées a ces positions interagissent trés souvent avec le bouchon

C-terminal de I’hélice qui peut étre en épingle B mais aussi plus désordonné, ou encore en hélice a.

L’importance de ce tour final dans I’assemblage de I’hélice B gauche de type I est donc démontrée ici par ces

motifs spécifiques, il sert a interdire le prolongement de I’hélice en Ci de la séquence, ainsi que la possible

49



agrégation par interaction avec une autre hélice. Ce tour-ci, au méme titre que le tour de nucléation est donc
primordial dans le but de garder un repliement fini, et soluble.

2.3.2.3 Les tours canoniques (R)

Tableau 6 : Fréquence d’observation des acides aminés suivant les positions retrouvées sur les tours canoniques. O et ¢ faisant
respectivement référence aux positions supprimées et n’étant pas canoniques (boucles).
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Les tours dits « canoniques » représentent la majorité des résidus comptabilisés dans cette étude. En
effet, ceux-ci sont les plus représentés avec plus de 7300 résidus analysés (72.6%) dans ces tours (et seulement
un peu moins de 1400 (13.7%) pour chaque tour (N) et (C)). Ceci explique pourquoi le Tableau 6 ressemble
beaucoup a celui de Cohen et coll. (Figure 13 a de I'Introduction) qui représente une hexade moyenne issue la
protéine UDP N-acetylglucosamine acyltransferase (PDB : 1LXA). Cependant, a la différence de cette
précédente étude, la discrimination entre les faces permet de mettre en valeur certaines différences dans leur
composition.

Ces tours R sont les plus réguliers, au regard de la conformation, car ils sont situés au centre de 1’édifice, et
sont responsables de la stabilité générale de 1’hélice. Les résidus les plus conservés sont, comme dans les autres
parties, ceux du cceur hydrophobe. Il est aussi frappant de voir la fréquence a laquelle la glycine est présente
en position B4°, en particulier dans I’hexade (11). La logique voudrait que nous ayons une grande diversité de
résidus présents a cette position (puisqu’elle pointe vers le solvant), toutefois ce n’est pas le cas. Une explication
possible serait le besoin de flexibilité ou plutdt, le besoin de ne pas faire d’interaction, tirant le feuillet vers
I’extérieur, ce qui aurait pour conséquence de déstabiliser I’assemblage. La grande variabilité de résidus dans
cette partie, pour les résidus extérieurs, permet de dire que les séquences sont trés variables et qu’il n’y a pas
vraiment d’acides aminés préférentiels, notamment pour ’hexade (1) et plus généralement pour les positions
B:°. La nature des résidus dans ces tours est déterminée par ce qu’il y a en face (i.e. coude d’une autre hélice
en vis-a-vis), ce qui fait que pour les faces (I) et on observe plus de résidus hydrophobes afin de favoriser
les interactions avec les chaines protéiques non loin.
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La présence de boucles (¢), non canoniques, est aussi importante dans ces tours et commence quasiment
toujours a la position T; de la face (I), ces coudes pointant directement vers le solvant. Elles ne peuvent pas
étre présentes sur 1I’hexade car les positions T; et T, pointent directement vers I’intérieur du trimére, ne
permettant pas d’accommoder des boucles. Elles ne sont pas non plus présentes sur I’hexade car elles font
face, trés souvent, a d’autres chaines protéiques provenant d’un bouchon par exemple (Figure 20 a et c).

Dans ces tours, la proline est aussi présente mais dans de plus faibles proportions que les tours (N) et (C), en

T\, ce qui confirme I’importance des prolines dans les premiers tours, et moins dans les tours canoniques. Nous

pouvons aussi remarquer qu’il y a seulement 1 % de prolines sur la face alors que les autres faces en
contiennent 8 et 14 % ((I) et respectivement).
a) b)

9) 2 )

AN T
ry

Figure 21 : Exemples d’interactions stabilisantes typiquement retrouvées entre les tours (R). a) de trois phénylalanines en position T2
(PDB : 1LXA) et b) de trois asparagines en position T se faisant face au centre du trimére réalisant des échelles avec d’autres
asparagines (PDB : 4EQY), ¢) échelles d’asparagines en position T2 et alternances avec des acides aspartiques vers 1’extérieur du
trimere (PDB : 10CX).

Les résidus sont plus chargés sur cette hexade aux positions T et T> afin de favoriser les interactions avec
I’eau (et donc la solubilité de la protéine) mais aussi avec les autres chaines latérales, ou principales (Asp, Glu,
Lys, Asn). Il est cependant possible de retrouver des phénylalanines ou histidines en T, permettant la formation

d’interactions 7, notamment au centre du trimére (Figure 21 a).

Des interactions permettant de stabiliser 1’assemblage sont également retrouvées ici en T et T,. Cela est
notamment le cas avec la présence d’acides aspartiques et glutamiques en T effectuant des liaisons hydrogéne
avec la chaine principale du tour n-1. Toutefois nous retrouvons également des asparagines en position T et
T, formant des échelles d’asparagines (Figure 21 c), comme décrit précédemment par Perutz."”! Les motifs de
stabilisation les plus retrouvés dans les protéines étudiées sont représentés dans le Tableau 6, notamment avec

la séquence GDN retrouvée fréquemment.
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2.3.2.4 Motifs de capping (« bouchon ») en C-ter de I’hélice

Tableau 7 : Fréquence des résidus retrouvés dans le motif épingle B masquant I’extrémité C-terminale de 1’hélice. Les résidus sont

notés de 1 a 10 dans le sens d’observation apres I’hélice f.
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Naturellement, les tours canoniques ont des motifs de terminaison, des bouchons, en N et Cier
permettant de masquer I’extrémité de 1’hélice pour éviter sa continuation, en plus du tour de terminaison (C)
(Figure 14). Nous avons remarqué, lors de 1’étude de ces hélices, qu’un grand nombre de ces structures se
terminaient par un bouchon aprées la face (111). Nous avons observé que 92 % des structures étudiées ont cette
face se prolongeant par un motif de terminaison. Lors de cette étude des structures en hélices 3 gauche de type
I, nous avons remarqué une part non négligeable de motifs formant le bouchon se terminant par une épingle 8
avec 77 % des hélices se terminant par ce motif, signe que ce motif est un parametre important & considérer
pour la conception d’hélice de taille finie (Figure 20 a). Nous avons alors accompli la méme chose
précédemment avec I’hélice, et le résultat est montré en Tableau 7. Dans cet histogramme nous visualisons
particuliérement bien 1’augmentation de la diversité de la séquence au fur et & mesure qu’on s’¢éloigne de la
séquence de la LBH canonique. Ce qui traduit une conservation de la s€équence lorsque nous sommes au début
du motif, débutant quasi systématiquement (85%) a la place de la position T de I’hexade (111), correspondant
a la glycine au début du motif (Tableau 7). Les interactions retrouvées ici permettent de masquer le cceur
hydrophobe d’une part, et d’autre part de casser la régularité et ’enchainement des feuillets B paralléles : le

« bouchon » se mettant souvent « en travers » de ’hélice.

A partir de ce petit tableau regroupant les séquences de 10 acides aminés des épingles P issus des différentes
structures, nous pouvons identifier des séquences permettant d’ajouter un motif court lors de la conception de

la séquence d’une LBH, afin de stopper I’hélice.
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2.4 Conclusion

Les études précédentes ont permis de comprendre le repliement des protéines naturelles en hélice P
gauche. La force motrice de son repliement est principalement la formation de feuillets B paralleles ainsi que
la formation d’un cceur hydrophobe. D’autres contributions ont été décrites, comme les échelles d’asparagines.

La proline a un réle important dans les tours aux extrémités de chaque hélice.

Cependant, dans ces études, ni la structure trimérique de I’hélice p gauche de type L, ni les différentes parties
la composant n’ont été prises en compte. Une étude plus poussée, permettant de mettre en valeur les résidus ou
motifs spécifiques a chaque face et tour, au nombre de 3 chacun est décrite ici. L’analyse alors réalisée est
présentée sous forme d’un tableau de 9 hexades qui pourra servir d’outil a la conception de peptides et de

protéines se repliant en LBHs (comme dans le Chapitre 2 de cette thése par exemple).

De la recherche de structure en hélices B gauche a I’analyse, tout a été mis en place pour rendre compte de la
maniere la plus fidele possible de ce qu’on peut retrouver dans la Nature. Nous retrouvons d’abord la
composition du ceeur hydrophobe, élément essentiel de ce repliement, tel que décrit dans la littérature. Elle est
complétée par I’observation d’interactions particuliéres, impliquant la chaine latérale de I’acide aminé en
position B,'. Ensuite, nous avons mis en lumiére de nouveaux éléments participant a la stabilité, a I"initiation
ou a la terminaison de ce repliement. Ces derniers illustrent I’importance des tours aux extrémités N-ter et C-

ter pour la formation de ce repliement et sa terminaison.

En effet, dans le tour N-terminal de I’hélice (N), nous avons identifié des motifs X-P-Z qu’on ne retrouve que
1a, stabilisant la formation des coudes ainsi que leur interaction avec le tour n+1. Aussi, nous voyons en ce tour

N-terminal un réle trés important de nucléation du repliement en LEH.

Dans le tour C-terminal de I’hélice (C) en revanche, ce sont des motifs qui déstabilisent (voir empéchent
complétement) I’interaction avec un éventuel tour n+1 qui sont observés. C’est le cas de la présence de prolines
en B4° (notamment dans le motif Pro-Pro), retrouvées nulle part ailleurs, ainsi que la suppression de résidus en
T, et T, par exemple. Le coeur hydrophobe, ainsi que la section, de ce tour-ci est aussi moins important que les

autres tours. Nous découvrons donc en ce tour C-terminal un role trés important de terminaison du repliement.

Les tours au centre de I’hélice, dits canoniques, sont eux les plus réguliers et similaires a ce qu’avait déja décrit

(27311 Néanmoins, en discriminant les trois faces de I’hélice, nous avons pu mettre

Cohen et ses collaborateurs.
en évidence des motifs telle que la séquence G-D-N (B4-T2) fréquemment retrouvée dans les protéines étudiées.
D’autres interactions stabilisant la forme trimérique ont été observées et identifiées comme la formation

d’échelles asparagines ou I’empilement de phénylalanines avec des résidus présents en positions T ou Ta.

Malgré toutes les considérations prises en compte lors de cette étude, il est important de rappeler ici que nous
ne nous sommes intéressés qu’aux résidus contribuant seulement a I’hélice . Toutes les interactions autres,

que ce soit avec ligands, métaux, ou chaines protéiques de domaines globulaires n’ont pas été prises en compte.
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Malgré tout, nous avons identifié un motif formant un bouchon en C-ter, en épingle B, fréquent pour ce type de
structure.

Tableau 8 : Tableau regroupant les différentes statistiques observées lors de 1’analyse des structures en LBHs de type 1. (Nb=nombre).
Les couleurs font référence aux faces et parties définies précédemment.

Statistiques par pas d’hélice Tours

1377
Nier
Total
N)

13.7

7317
Nombre d’A.As Canonique

Total
(+ manquants & boucles) (R) -

72.6

1388
Cer

©)

Total

13.7.

Résidus au total 10082

% Structures contenant des métaux 27.0 % (=21/78);38.1 % (8) Zn ; 33.3 % (7) Mg, 28.6 % (6) Ca & Na, Ni

Nombre de tours complets Moyen=7 ; Max=11; Min =4 551

Structures débutant par face

Autres 18 (23.1 %) chaines et héliceo.

Bouchon Cyr

Epingles 60 (76.9 %) sur la face(111)
Structures se ferminant (Cl“) par face —

Un tableau récapitulatif des différentes observations statistiques des LBHs est montré dans le Tableau 8. Il

regroupe le nombre d’A.As par tour, par face, et total, la présence de métaux ou non, le nombre de tours
maximum, minimum et moyen ainsi que les début et fin d'hélices avec la présence de bouchons. Cela permet
de rendre compte de I’importance des acides aminés de la partie canonique (R), les plus représentés. Nous
pouvons aussi observer le nombre de structures se terminant par ~ __
la face (1I1), et le nombre d’épingles B comme bouchon en Ci: de

cette face est majoritaire. 20

[
h
1

Nous avons de plus réalisé un diagramme pour rendre mieux

compte de la répartition des tours par structure, nous permettant

d'affirmer que le minimum de tours est de quatre pour ce type de a

Nombre de structures

structure (naturelle) avec une moyenne de sept tours par structure,

le nombre le plus retrouvé étant de six (Figure 22).

1 1

L’analyse de toutes les séquences des protéines naturelles des 3 4 5 6 7 8 9 10

i ; . Nombre de t
LBHs de type I a permis de construire un tableau présentant les ombrede fomrs

Figure 22 : Distribution du nombre de tours

résidus les plus fréquents pour chaque position, ainsi des motifs d’hélice en fonction des structures étudices.
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stabilisant ce type de repliement. Celui-ci sera trés utile pour concevoir des séquences de novo de peptides et

de protéines se repliant en hélices B gauche de type I.

Dans le second chapitre de ma thése, nous verrons comment nous nous sommes aidés de cette analyse

dans le but de concevoir des peptides s’autoassemblant et se repliant en LBHs.

2.5 Perspective : Application du nouvel outil a 1a conception de
peptides solubles de LEH

A partir du nouvel outil, nous avons congu la séquence d’un peptide, visant a ce qu’il se replie en LfH
soluble. Les caractérisations n’étant pas finies, la conception et les résultats préliminaires obtenus sont ici

présentés en tant que perspective d’application de I’outil développé dans ce chapitre.

Le peptide congu correspond a trois tours de LBH, un tour (N), un tour (R) et un tour (C). Des bouchons ont
été ajoutés aux extrémités afin de garder un assemblage fini et le plus soluble possible. Dans I’optique d’en
obtenir la structure, nous essaierons d’obtenir des cristaux de ce peptide. Le but étant d’obtenir une preuve de
concept, démontrant la pertinence de ce tableau comme nouvel outil de conception d’hélices B gauche de type

I. La séquence congue fait 59 acides aminés de long et est nommée S9M (Figure 23).
B3 B4 Tl TZ
Acetyl-S N|I D P S
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Figure 23 : Séquence du peptide 59M congu en fonction des hexades (1), et et des tours (N), (R) et (C). Les motifs de
bouchon sont représentés en rouge. Surlignés en jaune, nous retrouvons les motifs caractéristiques pour chaque tour identifié
précédemment.

Pour concevoir cette séquence, nous avons directement lu le Tableau 3 puis nous avons choisi les résidus les
plus favorables pour chaque position. Nous avons introduit les motifs de nucléations XPZ identifiés
précédemment pour la conception du tour (N), ceux-ci étant surlignés en jaune. Pour le tour (R), nous avons lu
le tableau en choisissant aux positions B° des résidus permettant une complémentarité de charge avec les tours
en n+1, de méme pour les asparagines en T, et enfin une proline a été intégrée dans le tour (R) pour aider un
peu plus au repliement. Le tour (C) est congu avec les résidus les plus présents pour chaque position, les
suppressions de résidus étant aussi prises en compte, ainsi que le motif Pro-Pro, surligné en jaune (Figure 23).
Le bouchon commence, comme dans beaucoup de structures, par la position T; de ce dernier tour, ce qui enléve
deux positions a I’hélice. Le bouchon choisi est un motif d’épingle B construit a partir de la séquence consensus
des motifs étudiés (Tableau 7). Il est important ici de préciser que la conception de cette séquence s’est fait

avec une volonté d’avoir un repliement globalement chargé 7- a pH=7.4 et sera donc probablement déstructuré
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a ce pH. Ce qui veut dire qu’a un pH relativement acide (pH environ 3.8), le peptide sera neutre (pl = 3.8)
minimisant ainsi les répulsions de charges. Il y a des chances que le peptide se structure dans un domaine
proche de ce pH. Le bouchon en N composé de Ser-Asn-Ile- est un motif formant un pli en fin de chaine
(séquence venant de ce qu’on retrouve chez I’anhydrase carbonique y (PDB : 30TM)). La sérine, interagissant
avec la chaine principale de I’isoleucine et I’asparagine avec celle d’un coude B situé¢ en n+1, renforce
I’assemblage tout en déstabilisant I’approche d’un autre feuillet (Figure 24 a, milieu). L’isoleucine elle, est le
premier résidu participant au cceur hydrophobe. La Figure 24 montre comment un modeéle pour le peptide
concut & partir de I’outil précédent, avec des interactions et motifs caractéristiques pour chaque partie d’hélice
(i.e. D-P-S-, @- @- ou encore P-P-).

—n

Figure 24 : : Modélisation Alphafold du peptide 59M montrant a) les différentes faces (1), (I1), (I11) et interactions pour le tour de
nucléation et b) les différents tours (N), (R), (C) témoignant des interactions dans ce dernier tour. Les bouchons sont montrés en
rouge.

La synthése de ce peptide a été réalisée, comme pour les peptides du Chapitre 2, par SPPS classique en stratégie
Fmoc/tBu avec un robot de synthése. La purification a été réalisée par HPLC semi-préparative a un pH=9
(formate d’ammonium), avec une colonne C4 suivie d’une analyse HPLC et LCMS afin de confirmer que le
peptide voulu est obtenu et avec une pureté suffisante. La pureté maximum obtenue n’a été que de 90 %
(estimée par HPLC analytique), ce qui est acceptable vu la longueur du peptide. Les fractions les plus pures

ont été lyophilisées.
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Al1mi 1 At A — 59m stock 5 mg/mL HEPES pH=7.4
Pour le moment, seules des analyses préliminaires ont été 05 oo gl S + SO0 (NSO,

réalisées afin de voir si la structure secondaire est compatible avec ool

le repliement attendu. Des essais de cristallisation ont été faits, o5

mais pour I’instant, aucun cristal n’a pu étre obtenu. Nous avons o

analysé ce peptide par spectroscopie de dichroisme circulaire afin s

Ag (mol” em™)

d’identifier sa structure secondaire. Le détail 1ié aux mesures sur
-2.0 4
synchrotron est décrit dans le chapitre 2 et en partie expérimentale.
-2.54

Comme nous pouvons le voir sur la Figure 25, aprés dissolution

-3.0 T T T T T T T T T T
dans I’eau (pH environ 7.5-8) le peptide est trés peu structuré a 25 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Longueur d'onde (nm)

i . . i Figure 25 : Spectres SR-CD du peptide 59M en
présence de brins f. Ce qui est le résultat attendu au vu de la solution a pH 7.4 et 3 avec du sel (sulfate

°C (pelote statistique) bien qu’un épaulement a 220 nm indique la
séquence congue. Nous avons ajusté le pH avec un tampon d'ammonium).

phosphate de potassium a pH=3, et ajouté du sel (sulfate d'ammonium), pour voir si le peptide se replierait. Le
signal de brins  (bande négative a 220 nm) augmente, mais le peptide reste majoritairement désordonné. Il
semblerait alors que le pH et la salinité ne suffisent pas a replier le peptide. Cela nous a donc amenés a penser
que le pH est certes important mais aussi que la température peut jouer un role. Nous avons alors réalisé une
cinétique de repliement du peptide 59M a pH=7.4 en présence de 500 mM de sulfate d’ammonium (pour

augmenter la force ionique, qui pourrait aider au repliement de 1’hélice).
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Figure 26: a) Spectres SR-CD du peptide 59M a 5 mg/mL dans I’'HEPES pH=7.4 4 50 mM a 15 et 96 °C et b) suivi cinétique SR-CD
du peptide 59M a 5 mg/mL dans le MES pH=6 a 50 mM en fonction de la température. Les spectres a) et b) ont été réalisés en
présence d’une concentration de sulfate d’ammonium de 500 mM pour aider au repliement.

Une montée en température allant de 15 a 96 °C a été réalisée afin de pouvoir observer si, a ce pH (7.4), le
repliement de [’hélice avait lieu. Comme le montre la Figure 26 a, ce n’est visiblement pas le cas, méme si la
bande négative a 198 nm caractéristique des pelotes statistiques a bien diminuée, la bande correspondante aux
feuillets B n'étant pas devenue plus intense. La bande positive a 186 nm est déplacée a 189 nm et augmentée en

fin d’expérience ce qui pourrait présager d’une réorganisation, mais minime. Nous pouvons alors en conclure
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qu’a un pH=7.4, méme en présence de sel et avec une température élevée, le repliement n’a pas lieu. Pour
vérifier la complémentarité entre le pH et la température, nous avons réalisé une cinétique de repliement a
pH=6 en fonction de la température. Nous observons que lorsque le pH est abaissé a 6, un changement de
structure secondaire a lieu lorsque la température est élevée (Figure 26 b). Ce qui permet de mettre en évidence
la complémentarité entre le pH et la température dans le repliement en I’hélice § gauche de ce peptide. Méme
si nous n’observons pas de conversion compléte en feuillets , nous observons trés clairement, contrairement
au pH=7.4, la formation de ceux-ci avec la bande a 218 nm devenant plus intense, le début d’inversion de la
bande a 198 nm et le déplacement de la bande passant de 183 a 187 nm. Cela indique alors le repliement, au
moins partiel, du peptide lorsque la température est augmentée, avec un pH de 6 en présence de sel, ce qui va

dans le sens de la conception réalisée.

Afin d’étre siir de la relation pH/température, nous avons réalisé des spectres SR-CD a différentes températures,
25, 60, 90 °C puis redescendu a 15 °C a des pH de 3 et 4. Pour réaliser ces mesures, nous avons fixé la
concentration de peptide comme précédemment a 5 mg/mL dans un tampon phosphate de potassium pH=3 ou
acétate pH=4 a 50 mM, puis nous avons ajouté 500 mM de (NH4)>SOa4. Nous avons par la suite mesuré les
spectres a différentes températures, un temps d’équilibrage de 15 minutes pour chaque température a été
observé afin de permettre au systéme de s’équilibrer. Les résultats obtenus sont montrés en Figure 27. Les
différences d’intensités entre les spectres noirs aux pH 3 et 4 pourraient indiquer la présence d’une structure
secondaire moins importante & pH= 4 comparée a celle a pH= 3. Nous remarquons également que pour ces
deux pH, nous obtenons, a la fin, une structure secondaire en feuillets B (paralléle). La seule différence entre
les deux pH est le repliement partiel pour le pH=4 a 60 °C (Figure 27 a) alors que pour le pH 3 celui-ci est figé
et ne bouge plus beaucoup (Figure 27 b). Cependant, nous remarquons, dans les deux cas un déplacement de
la bande a ~ 218 nm (vers 215 nm) lorsque la température passe de 90°C a 15 °C, mettant en évidence le role

non-négligeable de la température au signal CD.
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Figure 27: Spectres SR-CD du peptide 59M a 5 mg/mL avec 500 mM de (NH4)2SO4 avec une concentration de tampon de 50 mM
pour un pH de a) 4 et b) 3 avec des températures différentes.
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Nous remarquons en outre que le repliement, une fois formé, reste stable lorsque la température est abaissée
apres la chauffe, signe que celui-ci est robuste et inchangé apres sa formation. Et encore une fois, cela est
compatible avec la formation d’hélices B gauche a partir de la séquence congue pour le peptide 59M.
Néanmoins, ici nous n’avons pas vérifié que le peptide était resté bien soluble et n’a pas précipité ou formé de
fibres.

A travers cette étude préliminaire en SR-CD d’un peptide congu a partir du nouvel outil de conception
de séquences pouvant se replier en hélices B gauche, nous avons montré que ce peptide a besoin d’un pH bas
et d’une température élevée pour se replier. Le repliement formé n’est pas réversible puisque le peptide reste
replié méme lorsque la température est redescendue. Les spectres nous montrent la formation de feuillets 3
probablement de conformation majoritairement paralléle pour des pH inférieurs ou égaux a 4, ce qui correspond
au pKa des acides glutamiques et aspartiques présents dans la séquence. Par ailleurs, il faudra absolument
s’assurer de la solubilité de ce peptide dans toutes ces conditions. Les étapes suivantes seront de vérifier I’état

d’oligomérisation du peptide et d’en obtenir la structure par diffraction des rayons X si possible.
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3 Conception de peptides de novo

s’autoassemblant en hélice  gauche
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3.1 Introduction

Ce chapitre deux décrit la conception de briques de base pour la création de fibres, ou de fils
moléculaires, par autoassemblage de peptides se repliant en LPHs. Pour faire cela, le nouvel outil développé
dans le chapitre un, prenant en compte les différentes parties d’hélice ainsi que la non-équivalence de ses faces,
servira de base. La premiere raison est justement la conception de trimeres, ce qui veut dire que la séquence de
la brique élémentaire de I’hélice ne doit pas étre symétrique, car les séquences, correspondant aux faces, ne
sont pas équivalentes. Le besoin de concevoir une face favorable a I’exposition au solvant (1), une propice a
I’exposition d’un coude d’une autre hélice (I) et une pouvant s’accommoder de solvant mais aussi d’une face
d’hélice (I11) est alors justifié lorsque 1’on veut former un trimere d’hélices. De ce fait, ’agrégation latérale

d’autres unités sera moins favorable et la fibre aura plus de probabilités de former une structure trimérique.

La stratégie utilisée s’inspire de celle décrite par 1’équipe de P. L. Davies qui se base sur I’identification de
motifs répétitifs dans les solénoides B. L empilement de ces motifs permettra de former un solénoide B a partir
d’autoassemblages de briques de base.!'l Egalement inspiré par les travaux de I’équipe de D.L. Cox, qui a formé
des fibres de solénoides B, plus précisément des LBHs de type Il, a partir de protéines exprimées et modifiées
dans le but de favoriser la polymérisation des motifs (voir la section 1.5 de I’Introduction).”! Mais ces derniers
travaux reposent sur une stratégie Top-Down, ou, a partir d’un objet de taille importante que I’on
« réduit/nettoie» on obtient une brique de taille réduite (Figure 9). A I’inverse, nous visons a concevoir des
objets de taille importante a partir d’une brique minimale dont la séquence est congue rationnellement

(approche Bottom-Up).

Pour cette partie, les six positions correspondantes a celles des résidus dans I’hélice seront nommées sans leurs
indices et exposants faisant référence a I’orientation vers I’intérieur ou I’extérieur, cela pour des raisons de

simplicité.
3.2 Conception rationnelle de la brique élémentaire

Nous cherchons ici a synthétiser, chimiquement, des briques de bases pouvant par la suite
s’autoassembler en fibres d’hélices p gauche de type I & partir des travaux du chapitre 1. La conception d’une
séquence, comme brique ¢lémentaire se repliant en hélice § gauche, doit se faire en favorisant au maximum le
repliement de cette brique. C’est pour cette raison que la séquence minimale a été choisie comme correspondant
a 2 tours d’hélice, ce qui permet une préorganisation par interactions intramoléculaires, notamment chaine-
principale-chaine principale (entre feuillets B).~") Nous présentons, dans le Tableau 9, les différentes étapes
menant a la conception de deux peptides. Ils seront nommés par la suite 35m1 et 35m2, leurs séquences

correspondant a 35 acides aminés (35 mer).
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Tableau 9 : étapes de conception de la séquence peptidique de la brique élémentaire pour la formation de fibres en LBHs.

Séquence peptidique
Etape Tl Tl Bl Bl BJ BJ Tl TZ Bl Bl BJ
1 S N .
(Choix de la taille : 2 tours = 36 résidus)
| ---Am
2
- (-1 A.A, coupure en By, formylation de N-ter et amidation du C-ter pour conserver le réseau de liaisons H)
f-- V-V--- V-V-Am
3
- (Composition du cceur hydrophobe, BI:V, V,V; B;V, V, D)
f-- V-V--- V-V-Am
4
- (Proline aux positions T, pour aider la formation des coudes f)
f-- V-V--- V-V-Am
= (Flexibilité apportée par la glycine en position B,)
f-- V-VK-- V-V-Am
6
- (Incorporation de chaines de charges opposées : complémentarité entre les deux tours)
f-N N V-VKNN V-V-Am
1
- (Asparagines pour la formation d’échelles)
f-N N V-VKNN V-V-Am
8
- (Chaines histidines au centre du trimére pour controler leur formation par le pH)
f-NN VVVKNN VVV-Am
9
= (Positions B, les plus libres complétées en fonction des faces) = 35m1
f-N R VVVKNH VVV-Am
10
- (Mutation de 3 positions (soulignées) afin de défavoriser 1’agrégation latérale) = 35m2

3.2.1 Choix de la taille de séquence (étape 1)

Comme dit précédemment, la taille de séquence choisie doit permettre une certaine préorganisation du
systéme afin de préformer 1’assemblage.® Rappelons également que la section d’une hélice B gauche de type
I est composée de 18 acides aminés. De plus, un nombre entier de tours permet de former des autoassemblages
a partir de briques identiques tout en contrdlant la correspondance séquence/face de I’hélice (Figure 28 a). En
effet, si un nombre non entier de tours avait été choisi, il y aurait eu un probléme au niveau de I’autoassemblage,
les faces n’auraient pas correspondu a celles attendues et il y aurait donc eu alternances de celles-ci comme

montré en (Figure 28 b et c).
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Figure 28 : Schéma de a) structure trimérique attendue composée d’autoassemblages de briques de base avec un nombre entier de
tours ; b) monomeére d’hélice et ¢) trimere d’hélices congues avec des nombres de tours non entiers.
11 est alors primordial d’avoir un nombre de tours entier afin de pouvoir mimer les structures trimériques des
LPBHs naturelles. La brique de base pourra correspondre alors a un tour, 18 A.As ou un multiple. Or, comme
I’a été¢ montré dans la littérature par des simulations, la conception d’une unité faite d’un seul tour n’est pas
stable. Mais lorsque ce nombre est augmenté a deux, I’assemblage reste inchangé.””) Au-dela, 1’assemblage
reste sable et ne bouge pas non plus, mais plus la séquence est longue, plus elle est difficile a synthétiser. Il
nous a alors paru opportun de concevoir une brique de base correspondant a 2 tours, comme brique minimale.
Un peptide de 2 tours de LBH correspond donc a 2 x 18 = 36 acides aminés. Ces deux tours permettent une
préorganisation du systéme par interactions intra-moléculaires : formation du cceur hydrophobe, interactions
des feuillets P paralléles entre les tours n et n+1 ou encore ponts salins entre acides aminés de charges opposées

des tours n et n+1.

3.2.2 Coupure, formylation et amidation de la brique (étape 2)

o]
Liaison peptidique native o . o o
Superp0.51j[10n de .deux chaines Utilité de la formylation en Ny
peptidiques différentes et de I’amidation en Cier.

Liaisons H montrées en vert.
Figure 29 : Conception mettant en évidence l'importance de la suppression d'un résidu avec les modifications associ€es pour que
I’assemblage des briques puisse conduire au méme réseau de liaisons hydrogene que dans les LBHs.
Maintenant que la taille de séquence est fixée, il est important de choisir 1'endroit ou la « coupure »
aura lieu, en d’autres termes, a quelle position la brique de base sera stoppée. Dans notre cas, la coupure

correspond a un sacrifice d’acide aminé afin d’éviter une superposition d’atomes lors de I’assemblage pouvant
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déstabiliser ce dernier (Figure 29 b). Ici, le but est de former des hélices, par autoassemblage et donc par
interaction de plusieurs unités peptidiques (briques) entre elles, celles-ci s’enroulant autour d’'un méme axe.
Comme il s’agit de plusieurs unités s’additionnant bout a bout, les N- et C-r se feront face, mais comparé a
une séquence linéaire, il y a trop d’atomes au point de contact des deux chaines (Figure 29 a vs b). Le résultat
est que, pour s’assembler en LBH canonique, deux atomes, 1’oxygeéne de I’acide carboxylique en C-teminal €t
I’azote de I’amine en N-ieminal, doivent occuper la méme position dans I’espace (Figure 29 a et b). Ceci est
impossible. Ainsi, dans I’optique de reproduire le plus fidélement possible ces structures, nous avons décidé de
sacrifier une position, c’est-a-dire de concevoir des séquences de 35 résidus au lieu de 36. Celles-ci ont été
amidées en Ce, et formylées en Ny, L’idée derriere ces modifications est de préserver le réseau de liaisons
hydrogéne, lors de I’autoassemblage, malgré un résidu en moins (Figure 29 ¢).['%'? 1l en résulte alors une
séquence générique de type Formyle(f)-peptide-Amide(Am).

Pour le résidu a sacrifier, nous avons le choix entre 18 positions (18 résidus d’un tour d’hélice). Comme nous
ne pouvons pas toucher au cceur hydrophobe, les positions B; et B; sont verrouillées. La question s’est posée
d’effectuer la coupure en plein milieu du feuillet B, en position B2 ou Ba, qui aurait pu se reformer avec la force
du cceur hydrophobe et I’effet template de 1’assemblage. Nous pouvons aussi supprimer une position dans le
coude, T; ou T, mais le probleéme identifié ici serait la perte de structuration dans cette partie, ainsi que la perte
d’interactions stabilisatrices comme les échelles d’asparagine. La position qui nous a semblé la moins
dommageable pour la structuration est donc la position B4 contenant en majorité des glycines et ne contribuant

que pour une liaison hydrogene dans I’assemblage, sans chaine latérale.

3.2.3 Le coeur hydrophobe (étape 3)

Elément central des structures ciblées, ce coeur hydrophobe
représente la seconde interaction la plus importante en ce qui concerne

131411 est donc impératif de conserver les

la cohésion de I’assemblage.!
résidus constituant le coeur aux positions propres B et B; (Figure 30).
Comme décrit précédemment dans le chapitre 1, la position B, est la
plus contrainte (en termes d’encombrement) du cceur hydrophobe.
Lorsqu’une thréonine ou une serine est a cette position, elle peut

former une liaison hydrogéne avec la chaine principale du résidu en

B4. Néanmoins, les séquences riches en Ser/Thr peuvent s’avérer

Figure 30 : modélisation (Rosetta) du peptide ~ difficiles a synthétiser par SPPS. C'est pour cela que nous avons choisi
35m1 montrant le ceeur hydrophobe congu en

rouge. 5] de mettre des valines a toutes les positions B1.

Les positions B3 étant moins encombrées que les précédentes, la liberté des résidus a choisir est plus importante.
Il faut cependant prendre en compte le fait que des résidus trop encombrants ne sont pas compatibles avec la
structure et risquent méme de défavoriser le repliement. C’est pour cela que nous nous sommes contraints a

des acides aminés tels que la valine ou I’isoleucine. Comme expliqué dans le chapitre I, un tour avec une
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séquence I, I, I en B3 ne serait pas favorable, alors nous avons choisi d’effectuer une alternance entre valines et

isoleucines. Nous avons alors construit une séquence interne, pour les positions B3 égale a V, V, I, ce qui permet

de ne pas observer un cceur trop encombré et est trés similaire a ce qui est retrouvé dans les structures naturelles.

3.2.4 Role des prolines (étape 4)

A la différence des structures naturelles, ayant des tours
canoniques compris entre des tours de nucléation/terminaison, la
brique de base que nous visons a concevoir sera constituée seulement
de tours canoniques. Cela car nous voulons synthétiser des fibres a
partir de ces briques (assemblage virtuellement infini). Nous pensons
qu’introduire des prolines dans la séquence de 35 acides aminés
favorisera le repliement, en plus des autres contributions apportées,
notamment au niveau des coudes B. La proline induisant un angle
permettant de courber la chaine principale, le coude [ sera favorisé par

15:16] Cependant, les protéines naturelles

Iintroduction de ce résidu.l
n’ont pas de proline a chaque position T;. Nous avons choisi

d’introduire seulement deux prolines sur 35 résidus, une par pas

Figure 31 : Insertion des prolines dans les
coudes B de I'intérieur du trimere par
modélisation et reconstitution de 3 hélices.

d’hélice, dans le T; du coude orienté vers I’intérieur du trimére (111) comme montré en Figure 31. La formation

du cceur hydrophobe et des feuillets B aidant a replier les autres coudes n’ayant pas de proline, laisse de la place

pour d’autres résidus a ces positions T.

3.2.5 Importance des glycines et lysines (étape 5)

Tout comme les prolines aux positions Ti, les glycines
présentes en position B4 sont importantes quant au repliement de
I’hélice B gauche. En effet, le role des glycines dans I’assemblage, ici,
est d’apporter un peu de flexibilité, mais aussi car la contrainte stérique
a cette position est importante comme il I’a été décrit précédemment.['?]
Nous avons alors gardé la majorité de ces positions avec des glycines,
sauf une, avec une lysine, qui pointe vers le solvant. Cette lysine a
également été apportée afin d’avoir une chaine longue et prévenir
d’autres hélices de venir s'agglutiner aux autres, le but étant de garder
une forme trimérique et non agrégée latéralement (Figure 32). De plus,

cette lysine apportera une charge (+) additionnelle au systéme.
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3.2.6 Complémentarité de charges entre les tours (étape 6)

Afin de former un assemblage stable et de favoriser son
repliement en LBH, nous avons incorporé dans la séquence, des
résidus chargés, de maniére a ce que le repliement en LBH rapproche
dans I’espace les charges complémentaires.!'”! Cela est retrouvé dans
les structures naturelles, mais assez peu. Nous avons choisi d’alterner
des résidus de charges positives et négatives, aux mémes positions,

mais a un tour n+1. Des paires complémentaires aux positions T (11),

et B, (111), ont été sélectionnées, toutes deux faisant face au solvant et

n’étant pas encombrées. Ces interactions intra-moléculaires ont aussi

Figure 33 : Illustration de la complémentarité

pour but de préorganiser le peptide monomérique. Notre choix s’est ~ de charges des deux tours, introduites aux
positions Bz et Ba.

tourné sur le couple Glu-Arg et Glu-Lys respectivement (Figure 33).
L’acide glutamique, ayant un pKa d’environ 4.15, est préféré a un acide aspartique pour des raisons de facilité
de synthése (ce dernier ayant tendance a former des aspartimides lors de la SPPS).'8 La lysine et I’arginine
ayant des pKa respectifs d’environ 11 et 12, apportent chacune une charge positive & [’assemblage, et vont
interagir avec les glutamates lorsque les conditions de pH se trouvent entre 4 et 11. L’autre raison de
l'incorporation de ces résidus est l'apport de charges positives afin d'avoir une molécule qui soit soluble en
conditions acides (pH=2), dans le but de faciliter la purification du peptide.

3.2.7 Formation d’échelles d’asparagines (étape 7)

L’addition de résidus a chaine latérale amidée (permettant de faire des liaisons hydrogéne) est un
facteur stabilisant la cohésion de 1’assemblage, que ce soit du monomeére replié, ou de la fibre. Le role de ces
résidus est important (i.e. échelle d’asparagines) lorsque la question de la conception d’objets répétitifs par
autoassemblage se pose. IlIs forment un réseau de liaisons hydrogeéne important en gardant 1’assemblage
solidaire. Ici, I’asparagine a été utilisée afin de former ce réseau. Nous en avons ajouté a deux positions que
nous identifiées comme importantes en Chapitre 1. La premiére est la position T, des deux coudes B n’étant

pas situés a ’intérieur du trimere.

Une autre question importante a se poser est le degré de liberté de la chaine peptidique en Ny et en Cier. En
effet, les extrémités sont trés souvent plus libres et moins contraintes, donc plus flexibles, ce qui peut s’avérer

19.201 Or dans notre

trés utile lors de la chélation de métaux ou la reconnaissance de protéines, substrats, etc...!
cas, nous souhaitons avoir ces parties terminales les moins libres possibles afin de pouvoir former une hélice 3
gauche stable. Nous voulons alors verrouiller ces résidus dans un réseau de liaisons hydrogéne, ¢’est pour cela
que des asparagines ont été ajoutées en position T; (I) qui correspond a la premicre position du Ne.. Nous
pensons qu’en formant des échelles d’asparagines a ces positions, la liberté des motifs terminaux diminuée et

I’hélice sera plus stable. En N, les modélisations Alphafold et Rosetta ne montrent pas la formation d’échelles
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avec seulement deux asparagines, cependant, sous forme de fibre, celles-ci nous montrent bien la formation

d’échelles (Figure 34). A noter que le motif terminal présent en Ci est ici stabilisé par le cceur hydrophobe,

puisque le dernier résidu est en position Bs.

Figure 34 : Modele d’échelle d’asparagines a gauche sur un monomere (non structuré) et a droite sur un dimére autoassemblé

(structuré).

3.2.8 Histidines au centre du trimére (étape 8)

Figure 35 : Visualisation des histidines au
centre du trimére (modéele).

Les positions tournées vers I’intérieur du trimere d’hélice sont
peu nombreuses (T, (111)). Les résidus présents a ces positions doivent
alors étre bien choisis dans le but de former et favoriser la formation
sous forme trimérique des hélices. Favoriser 1’assemblage trimérique
revient a considérer des résidus avec des chaines latérales pas trop
longues et neutres. Pour cela, les A.As hydrophobes pourraient étre un
choix judicieux, mais le controle de I’assemblage est beaucoup moins
favorable méme si la formation d’un coeur entre les hélices stabiliserait
la forme trimérique. Un autre probléme serait aussi la solubilité des
monomeres avec des résidus hydrophobes supplémentaires. Afin
d’éviter cela, un résidu avec une chaine latérale pouvant étre chargée
ou neutre en fonction du pH et pas trop longue semble étre une bonne

option. C’est pour cette raison qu’il nous a paru logique de choisir

I’histidine comme résidu a I’intérieur du trimere (Figure 35). Elle a la capacité de former des empilements de

type © et peut permettre de controler I’assemblage via un changement de pH.[>!** Lorsque les histidines sont

protonées, 1’assemblage devrait étre défavorisé, au moins sous forme trimérique. Ce qui permet de garder la

solution de monomeres stables, & un pH acide, sans avoir besoin de prendre trop de précautions. Puis, lorsque

le pH est augmenté (au-dessus de 6), les fibres devraient alors se former.
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3.2.9 Les positions B2 non attribuées a I’étape 6 (étape 9)

Les résidus présents a ces positions ont été choisis en fonction
de la face a laquelle ils appartenaient. Il ne restait a attribuer que
quatre positions By sur six, une sur I’hexade (1) et deux sur I’hexade
(I). Nous avons choisi de mettre une valine a chacune des postions B;
de la face (1), qui est retrouvée beaucoup dans les séquences naturelles
(Tableau 6), mais aussi car ici, cette position fait directement face a
un coin d’une hélice (T, de la face (1) soit des prolines). Ce coin
possédant une proline, nous avons pensé qu’une valine serait un
résidu approprié¢ a la formation trimérique des hélices. En ce qui
concerne [’hexade (11), notre choix s’est porté sur I’histidine car elle

fait face au solvant (i.e. nécessité d’un acide aminé polaire) et permet

Figure 36 : Modele trimérique des résidus > apnorter une charge positive que I’on peut contrdler en fonction du
choisi pour les positions B: restantes.

3.2.10

pH (Figure 36).

Brique élémentaire finale

La brique élémentaire résultant de toutes les considérations précédentes, et se basant sur I’outil élaboré

en chapitre 1, est alors une séquence de 35 acides aminés, notés 35m1 (Figure 37). Nous nous attendons a des

peptides qui ont une pré-organisation relativement importante, par formation du cceur hydrophobe et des

feuillets B paralléles intra-moléculairement, ainsi que par la complémentarité de charge entre les tours. Aussi,

les deux séquences ont été congues de maniére a ce qu’a pH acide, les peptides soient solubles et I’assemblage

défavorisé. En revanche, a un pH au-dessus de 6-6.5, la formation d’autoassemblage de peptide et son

repliement en hélice B gauche (donc de fibres) devraient étre favorisés. Tout cela devrait permettre de former

des fibres par autoassemblage de ces briques élémentaires en hélice B gauche trimériques.

f-N N

f-NR

35ml

VEVGPHVVVEKNN?Y ANVKVGPHVYVV-Am
35m2

VEVGPHVVVKNHVI S RNVKVGPHVYV V-Am

Figure 37 : Séquence des deux peptides congus 35m1 et 35m2 avec les mutations soulignées.
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3.2.11 35m2 : Mutation du 35m1 pour défavoriser I’agrégation
latérale (étape 10)

Au cours des différentes caractérisations effectuées pour le peptide 35m1, nous nous sommes rendu
compte que ce dernier avait une forte tendance a former des faisceaux de fibres relativement courtes agrégées
latéralement (voir plus bas, microscopie €lectronique). Malgré la recherche de conditions défavorisant ce
phénomene, nous n’avons pas réussi a I’éviter. Cela indique clairement un assemblage latéral plus important
que trimérique. Nous avons alors congu une séquence peptidique, 35m2, comportant trois mutations, soulignées
en étape 10 du Tableau 9 et Figure 37, par rapport au peptide de départ. Ces mutations ont été faites pour
défavoriser I’assemblage latéral des hélices au-dela du trimére. Cependant, ceci requiert des sacrifices au niveau
des interactions servant a stabiliser I’autoassemblage comme les échelles d’asparagines. Nous avons remplacé
deux Asn en position T; (I), aux positions 34 et 16, par une lysine et une histidine respectivement. Cela dans le
but d’apporter des charges positives supplémentaires pour repousser d’autres éventuelles hélices pouvant venir
s’y coller. De méme, I’histidine en position 31 a ét€¢ mutée par une lysine, plus encombrante et ayant un pKa
plus élevé, ce qui permettrait de « chasser » les autres hélices. Cela a pour but d’augmenter la charge globale
du peptide a pH neutre passant de + 4 pour le 35m1 a + 6 pour le 35m2. Ces différences sont illustrées en Figure
38.

Figure 38 : Mod¢le trimérique des peptides 35m1 (a) et 35m2 (b) montrant les mutations (rouge) entre les deux.

3.2.12 Modélisation

La modélisation est un outil intéressant lors de la conception de nouvelles séquences peptidiques visant
a adopter une conformation particuliére. Elle est notamment trés utilisée afin de comprendre les interactions
entre plusieurs protéines, ou ligands, ainsi que la conformation de complexes. Dans notre cas, les logiciels de
modélisation tels que Rosetta®! ou plus récemment Alphafold®®* permettent une prédiction du repliement.

C’est ce que nous avons fait pour les deux peptides précédents afin de vérifier la conception, et la pertinence
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du modele. Nous avons obtenu une prédiction de
repliement en hélice B gauche pour chacun des peptides,
que ce soit pour un monomere ou pour plusieurs
molécules. La précision des prédictions a été tres élevée
(> 95 % de confiance) traduisant des prédictions fiables.
Ces modeles nous indiquent que les peptides sont
susceptibles de s’autoassembler en LBHs, mais aucune
information n’est donnée quant a I’association des
hélices en trimeres (Figure 39). Ce qui peut se
comprendre par le fait que les interactions principales
sont les empilements entre peptides et non les
interactions entre monomeres au sein du trimére. Les
trimeres visibles sur les figures ci-dessus (Figure 38 a et
b), ont été « trimérisés » manuellement en les alignant
aux structures existantes. Il faut cependant noter que

certains modéles réalisés ont donné des conformations en

Figure 39 : Modélisation Alphafold de 7 monomeres pour les
peptides a et ¢) 35ml et b et d) 35m2.

hélices P droites, mais avec un score de confiance bien moins élevé (environ 70 % au maximum). Nous pensons

que cela est d0 aux paramétres de modélisation, qui ont été pris par défaut via les plateformes Robetta™! et

colabfold®®), mais aussi car ces algorithmes de prédiction ne sont pas optimisés pour des objets dont le

repliement est stabilisé¢ par autoassemblage comme dans notre cas, mais plus pour des objets plus gros et

globulaires comme des protéines solubles.

3.3 Production des peptides

3.3.1 Synthése des briques de base par SPPS

Figure 40 : l-moc-arglnlne avec sa chaine
secondaire protégée avec un Pbf (a) et
Fmoc-asparagine avec sa chaine latérale
protégée avec un trytile (b).

et méthodes. Comme décrit dans 1’étape 2 du Tableau 9, les séquences
congues sont amidées en Cir, et formylées en N Dans un premier
temps, nous avons tenté¢ de formyler le N par la N-formylsaccharine,

aprés clivage de la résine, mais nous n’avons pas réussi a obtenir ce

a) Les peptides congus ont été synthétisés par synthése peptidique en
phase solide (SPPS) suivant la stratégie Fmoc/tBu classique, a I’aide d’un
"\\ o robot de synthése.?”! Les synthéses sont décrites dans la partie matériel

composé en quantité suffisante. Ainsi, la formylation des peptides s’est
alors réalisée « sur résine », avec de I’acide formique, DIC et DIEA. Lors
des synthéses, nous avons remarqué que certains couplages en phase

solide étaient treés difficiles a faire, et étaient responsables d’une perte de
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rendement. C’est notamment le cas du couplage arginine-
asparagine (R-N) qui a lieu au 11°¢ couplage. Ce couplage
cause une perte de rendement d’environ 30% de la charge
totale (estimé par HPLC) et lors de 1’analyse LC-MS du
peptide brut, nous avons remarqué qu’un pic correspondant
au peptide acétylé apres ’asparagine 10 représentait une
part importante du peptide avec une masse de 1088.50
g/mol. Nous pensons que ceci vient d’une géne stérique
entre les groupements protecteurs des chaines latérales de
ces acides aminés. En effet, ’acide aminé a réagir étant
protégé sur sa chaine principale par un groupement Fmoc et
en chaine latérale par divers groupements, I’arginine par un
groupement 2,2 4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-
sulfonyl (Pbf) et ’asparagine par un groupement trityle
comme illustré en Figure 40. Nous avons pu résoudre cela

en préactivant et augmentant le temps de couplage. Pour

20
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Figure 41 : Chromatogrammes bruts du peptide 35m2 a
214 nm acquis avec une méthode 20-40% de B en 30 min
a 1 mL/min a 60°C sur colonne C4. En noir, la premiére

synthése, en rouge, la
amélioration

synthése optimisée montrant une
du couplage n® 11 R-N.

preuve, comparée aux synthéses précédentes, la mesure des groupements Fmoc aprés synthése nous a donné

un rendement juste apres syntheése qui a été amélioré de 2.8 fois et le ratio entre les deux pics correspondant au

peptide et au peptide tronqué a augmenté en faveur du peptide (Figure 41). Les rendements totaux ont été, pour

le peptide 35m1 et 35m2 sont de 4 4 5.5 % et de 5 a 6.8 %, respectivement.

3.3.2 Purification par HPLC semi-préparative
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Figure 42 : Chromatogrammes HPLC apres purification des peptides étudiés montrant une pureté finale de 90 % pour le 35m1 et 89
% pour le 35m2.

Des puretés estimées par HPLC (par intégration des aires sous courbes) de peptides allant jusque 90 %

et 89 % pour les peptides 35m1 et 35m2 ont pu étre obtenues (Figure 42). Grace a ces puretés relativement
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¢élevées, nous avons pu utiliser ces peptides pour de plus amples analyses afin de déterminer leurs structures

fibrillaires.

3.3.3 Caractérisations

Avec les peptides de novo, il n’est pas toujours trivial de confirmer que la structure obtenue est bien
celle imaginée/congue. C’est tout le but de cette partie, et plus généralement de ma thése, déterminer comment,
et par quelles techniques nous pouvions obtenir des informations structurales de ces peptides. Mais peu de
techniques permettent d’avoir la structure tridimensionnelle. Nous avons alors adopté une approche
combinatoire de plusieurs méthodes de caractérisation dans le but d’avoir la structure de 1’autoassemblage. En
effet, une fois la structure résolue, le but serait d’avoir des signatures spectroscopiques, et microscopiques
spécifiques de ce type d’assemblage, en hélice  gauche de type I. Ceci permettrait a I’avenir de les identifier
plus facilement, par des techniques simples, disponibles au laboratoire. Cela revient a dresser une carte
d’identité de ce type de structure, a laquelle nous pourrions faire référence par la suite. Les techniques utilisées
ci-apres sont 1’émission de fluorescence de la thioflavine-T (ThT), la microscopie électronique a transmission
(TEM et Cryo-TEM), le dichroisme circulaire (CD) et I’infrarouge a réflectance totale atténuée (ATR-IR).
Chacune nous permettant de confirmer les résultats des autres techniques et de vérifier la pertinence des
analyses réalisées. Au vu des caractéristiques structurales de 1’objet étudié, nous nous attendons a des signatures
similaires aux amyloides pour la fluorescence de la ThT), a des fibres réguliéres et homogénes de section
définie par TEM>7], a des informations sur I’arrangement des feuillets B dans la fibre (voir obtenir la structure)

30,31]

via Cryo-TEM®, 4 des indications sur la structure secondaire en feuillets p par CD! ainsi qu’en ATR-

IR (notamment I’ orientation des feuillets et la présence de coudes B).

3.3.3.1 Suivi cinétique et mécanisme d’assemblage avec la thioflavine-T

La thioflavine-T est une molécule utilisée pour suivre la formation de fibres amyloides ainsi que leur
mécanisme d’association.!”®! En solution, la rotation de la liaison C-C entre les cycles aniline et benzothiazole
de cette molécule possible. La molécule est alors peu fluorescente. En revanche, lorsque celle-ci est liée aux
fibres amyloides, la rotation n’est plus possible, ce qui permet 1'émission de fluorescence de la ThT. Le
mécanisme proposé le plus probable est I’interaction de la ThT avec des sillons, plutét hydrophobes, formés
par les résidus le long des feuillets B.4 C’est une technique trés utilisée et cela peut permettre d’obtenir des
informations sur le mécanisme de formation des fibres. Un comportement modéle peut étre décomposé en trois
parties différentes, une phase dite latente, une de croissance et le plateau final (Figure 43). L’intensité de la
fluorescence est alors dépendante de la quantité de fibres et de ThT, en solution. Il est important de noter ici
que la concentration de peptide ou protéine doit étre supérieure a la concentration de fibrillation critique afin

de pouvoir observer la formation de fibres.
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La premicre étape, la phase latente, correspond au temps 129 / [
de formation de nucléi ou d’agrégats solubles non 04 /@N\: Cf"C A
. N
détectables, aussi appelée nucléation primaire. Ici un 3 s plateau final
nucléi est défini comme la formation de structures pré- C-éo.s— Thioftavine T
fibrillaires solubles. C’est a partir de ces nucléi que la fibre £ g6 o Moléeule de ThT Tice
[0
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.. A . . 2 0.4+
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. . . h 1 X eptide formant des feuillets
hydrophobe et des feuillets B constituant chaque Lego (au phase latente ; ; . .
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nombre de 6 par peptide). Dans cette étape, les molécules Temps d'incubation

de thioflavine-T ne se lient pas, ou trés peu aux feuillets B. Figure 43 : Courbe d‘émission de fluorescence typique de la

) thioflavine-T pour un comportement de type amyloide
La seconde étape du processus de formation de fibres (hex=450 nm ; Aem=465 nm).

amyloides est la phase de croissance. C’est lors de cette phase que les fibres vont croitre par association de

molécules monomériques sur les nucléi et les fibres en croissance.

Enfin, la derniére phase correspond & I’équilibre thermodynamique atteint lors de la fibrillation. Elle est
représentée par un plateau d'émission de fluorescence de la ThT. Dans cette étape, les fibres sont
(théoriquement) stables et ne se dissocient pas. Cependant, les fibres peuvent se dissocier, ce qui a pour
conséquence une décroissance de I'émission ou le plateau n’est plus stable. Plusieurs facteurs peuvent causer
cela, comme la stabilité des fibres, la température, la force ionique ou encore le pH élevé de la solution. Une
hypotheése serait que dans certains cas, I’agrégation latérale des fibres en croissance pouvant chasser les
molécules de ThT déja présentes, ce qui provoquerait une chute de 'émission de fluorescence (voir schéma en
Figure 44).13%

L) b) c) 0 d)
. . . .
- = ! == 0 | 0
0 0
| = (4 | 0
= - 0 0 0 0

Figure 44 : Représentation schématique de la fibrillation en présence de molécules de ThT. a) étape de nucléation avec les monomeres
en solution (gris) et les molécules de ThT libres (vert), b) phase de croissance, formation d’une fibre et interaction de molécules de
ThT (rouge), c) plateau symbolisé par une émission de fluorescence constante liée aux molécules de ThT liées aux fibres et d) baisse
d'émission lice a I’agrégation latérale des fibres entre elles, chassant les molécules de ThT.

Pour les peptides 35m1 et 35m2, nous nous attendons a un comportement de type amyloide caractérisé

par les trois phases présentes ci-dessus. En revanche, nous n’aurons aucun indice en ce qui concerne la structure
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tridimensionnelle adoptée par les peptides ni méme concernant la formation de trimére d’hélices par cette
technique.

3.3.3.2 Evolution de la fluorescence de la Thioflavine-T en présence des peptides
35m1 et 35m2

Les solutions stock de peptides de 2 mM, ont été préparées par dissolution de poudres lyophilisées dans
I’eau en conditions acides. Les deux peptides ont été utilisés directement a partir des solutions stock a un pH
d’environ 3.5. Les solutions de ThT a 2.2 mM, préparées par dissolution dans I’eau et dosage a 412 nm
(e=36000 L.mol".cm™) ont un pH d’environ 5,7.3¢! Les solutions de tampon utilisées ont été préparées a 500
mM stock et leur pH ajusté. Dans les puits, les concentrations finales en peptide ont été de 1 a 100 uM de 200
UM pour la ThT et de 50 mM en tampons. L’addition dans les puits s’est faite par ajout des peptides puis de la
ThT, de I’eau et enfin 1’ajout des tampons. Cela car les peptides sont congus pour se replier et s’assembler
seulement & un pH supérieur a celui du pKa des histidines et 1’ajout du tampon serait alors censé gouverner
I’assemblage. Ces solutions ont alors été incubées a 37°C dans une plaque 96 puits scellée et suivi au lecteur
de plaque par mesure de I'émission de fluorescence.

3.3.3.2.1 Fibrillation en fonction du temps
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Figure 45 : Suivi de 1'émission de fluorescence de la thioflavine-T au cours du temps pour les peptides a pH=8.5 a) 35m1 et b) 35m2
qui sont une moyenne de 3 expériences différentes. t=0 heure correspond au temps d’ajout du tampon aux puits contenant le peptide +
la ThT.

La formation de fibres a été suivie par incubation des peptides directement au lecteur de plaque a une
température de 37°C a un pH de 8.5 afin d’étre stir de la déprotonation des histidines : la charge au centre du
trimere (hypothétique) passe de (+6) a 0, ce qui autorise la formation de fibres sous forme trimérique. La
formation de fibres est aussi favorisée par la formation de ponts salins a ce pH. La ThT est excitée a 450 (= 15
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nm) et la fluorescence émise a 480 (+ 20 nm) est enregistrée en fonction du temps pour suivre la fibrillation
des deux peptides 35m1 et 35m2 (Figure 45). Les deux peptides montrent deux comportements différents. Le
peptide 35m1 (a) a un comportement s’apparentant a une solution de peptide ensemencée avec des fibres déja
formées : I’aspect de la courbe est concave. Le comportement est trés différent pour le 35m2, plus classique,
avec une phase latente. Nous pouvons aussi remarquer que l’intensité de fluorescence au plateau final
correspondant a I’équilibre thermodynamique est globalement la méme, ce qui laisse suggérer que la fibrillation
des peptides est similaire. En d’autres termes, la quantité finale de fibres formées est similaire. Le mécanisme
de fibrillation pourrait étre un mécanisme dominé par une nucléation secondaire multi-étapes, ce qui correspond
aux fibres déja formées catalysant la formation de fibres parallélement a celles-ci.l*”**) Nous pouvons cependant
observer une baisse de 1'émission de fluorescence qui pourrait étre due a un mécanisme de fragmentation des
fibres qui seraient trop longues, ou alors tout simplement due a la ThT qui pourrait s’hydroxyler en milieu
basique (pH=8.5) aprés un temps important.**! Pour le peptide 35m2, la limite d’agrégation a été déterminée
par fluorescence comme €tant comprise entre 1 et 5 uM alors que pour le peptide 35m1 sa limite d’agrégation
est inférieure a 1uM. Cela est aussi compatible avec I’absence de phase latente pour le peptide 35m1 qui
suggere une cinétique d’agrégation bien plus rapide que le 35m2. Dans sa globalité, les essais de fluorescence

de la Thioflavine-T nous montrent la formation de fibres de type amyloides, en feuillets f.

Afin de mieux comprendre le comportement des peptides et si la formation de fibres était bien controlée par le
pH, nous avons réalisé plusieurs expériences. Une a été réalisée par I’ajout du tampon en fonction du temps
(HEPES pH=8.5). Nous avons choisi d’ajouter le tampon et non le peptide pour plusieurs raisons, la premiére
étant de vérifier que I’augmentation de fluorescence était bien due a la fibrillation du peptide en conditions
basiques. Ensuite, cela permet de vérifier la stabilité des peptides sur un temps donné : vérifier qu’en conditions
acides, il n’y a pas de formation de nucléi. A noter que ceci ne se vérifiera que dans le cas ot la formation de
nuclei est 1’étape cinétiquement déterminante.

Cette expérience de fibrillation pour le premier 35000
peptide (35m1) est montrée en Figure 46. Nous

Dy . 5 30000 -
voyons que les comportements du peptide a trois =
temps d’ajout différents sont trés similaires sinon les E 25000 -
mémes. Nous remarquons qu’a chaque ajout de %
tampon, autrement dit, qu’a chaque augmentation de E 20000 i
pH passant d’un pH env. 5 a un pH de 8.5, 1'émission -% . . _
augmente de manicre significative trés rapidement % ‘ e T
jusqu’a arriver a un plateau cinq heures apreés 1’ajout. g H ‘/

, . i o e B T ’
Comme précédemment, nous confirmons la cinétique e .

T T
trés rapide pour ce peptide avec un tin (qui 0 5 10 15 20 25 30

\ N Y Temps d'incubation (heures
correspond au temps ot la fluorescence est a la moitié g ( )

de sa valeur max) d’en moyenne 35 min (a2 100 pM). Figure 46 : Cinétique de fibrillation du peptide 35m1 a 100uM
. . , suivie en émission de fluorescence de la ThT (200 uM), avec des
Nous pensons cependant que le phénomeéne n’est pas  ajouts a temps différents de tampon HEPES a pH=8.5 (50 mM).

37°C, avec agitation orbitalaire.
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da a la présence de nucléi en solution au début de I’expérience, car nous voyons que la fluorescence n’augmente
pas en fonction du temps si le pH n’est pas augmenté. Nous avons aussi calculé la pente de la phase de
croissance pour les différents temps d’ajouts de tampon et nous observons les mémes valeurs de pentes
(Tableau 10). Les valeurs sont du méme ordre de grandeur, ce que nous interprétons comme une concentration
de nucléi constante au cours du temps. Ceci est montré pour une concentration de 100 pM, mais pour d’autres
concentrations le comportement est le méme.

Tableau 10 : Régression linéaire de la pente pour le peptide 35m1 a 100 pM en fonction du temps d’ajout de tampon.

Equation y=a+b*x
Temps d’ajout 0Oh 0.5h 1.8h 7h 20.7h
Pente (b) 260 + 20 290 + 20 250 +20 240 +£20 270 £20

Le peptide 35m2 a lui un ti, d’environ 11.6 heures pour une méme concentration lors de la mesure. Nous
pouvons interpréter cela comme une préorganisation plus rapide et une formation de 1’assemblage plus rapide
du 35m1 comparée au peptide 35m2 qui a plus de répulsion de charges et donc peut-étre moins de
préorganisation. Cela pourrait étre dii aux résidus choisis qui ont été apportés dans la séquence pour repousser
les autres hélices, ceci ralentissant la formation des fibres. Nous remarquons aussi que pour le peptide 35m2,
le comportement est le méme concernant la phase de croissance méme si les valeurs de pentes sont différentes,
lorsque la phase de latence est exclue.

3.3.3.2.2 Fibrillation en fonction du pH
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Figure 47 : Suivi cinétique de formation de fibres avec le peptide 35m1 en fonction du pH montrant la partie linéaire juste apres ajout
(a) et vue globale (b).

Les peptides synthétisés ayant été congus pour s’autoassembler en fonction du pH, il est important pour
nous de regarder le comportement de la fibrillation en fonction du pH par suivi de I'émission de fluorescence
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de la ThT. Des solutions stock de tampons a des pH allant de 3 a 10 avec des incréments de 0.5 (tampons et
préparations détaillés en partie matériel et méthodes) ont été préparées. Pour chacune des conditions, le puits
est prépar¢ par ajout de peptide et ThT dans un milieu non tamponné, donc acide, et la fluorescence est suivie
pendant 50 minutes. Au bout de 50 minutes, les tampons, pour fixer le pH a la valeur voulue, ont été rapidement
ajoutés, considérant la rapidité de formation des fibres, et la plaque a été remise a incuber. Nous pouvons voir
sur la Figure 47 que les comportements, en fonction du pH, sont trés différents. En effet, nous observons une
augmentation de fluorescence de la ThT de maniére significative a partir d’un pH de 7.5. En de¢a, la formation
de fibres se fait trés peu. Nous observons une augmentation de fluorescence, mais tres faible, ce qui traduit la
formation d’agrégats de petite taille ou de précipités. Nous remarquons également que les valeurs de pente pour
la cinétique a des pH supérieurs a 8-8.5 sont du méme ordre de grandeur comme montré en Tableau 11. Cela
traduit une cinétique de formation des fibres similaire pour des pH supérieurs a 8. Nous observons aussi que
plus le pH est élevé, plus I’intensité de la fluorescence est importante, mais moins longue. Ce qui pourrait
signifier que les histidines, supposées au centre du trimere, forment des empilements rapides, ce qui amene la
formation de fibres. Mais ce peut aussi étre di a une hydroxylation de la ThT sur le carbone induisant la rotation,
mais de méme a une stabilité des fibres qui serait moins favorable a ces pH.[*! Cela pourrait de plus venir du
fait que I’assemblage se forme rapidement et que trés vite d’autres fibres viennent se coller aux précédentes, ce

qui chasserait les molécules de ThT déja présentes le long des feuillets (Figure 44).

Tableau 11 : Calcul de pente de la section linéaire en fonction du pH pour le peptide 35m1.

Equation y=a+b¥x

pH 3 3.5 4 4.5 S5

th
tn
=

6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10

Pente (b)| 70 £25 | 90 25 [ 80 + 25 |-30 £ 25]|-20 + 25(320 + 25| 60 + 25| 20 £ 25 [100 * 25|290 £ 25|540 £ 25|700 £ 25[510 + 25|690 £ 25|680 * 75

3.4 Observation de la morphologie par microscopie

électronique

La microscopie €lectronique a transmission (TEM) nous permet d’observer la morphologie des objets

formés, dont au moins une des dimensions est sub-micrométrique.*'*?

I Elle permet de nous renseigner sur la
forme, la longueur, la largeur, ’homogénéité, et la possible agrégation des objets. Cette technique peut méme,
si tant est qu’on ait des échantillons qui s’y prétent, nous fournir directement la structure via analyse & basse
température (Cryo-TEM).[?*#344 D’apres les caractéristiques des hélices B gauche de type I, la section d’une
hélice seule est d’environ 2.5-2.7 nm et la section du trimére serait d’environ 4.5-5 nm. Nous nous attendons
alors a des fibres d’environ 5 nm de diamétre, plutdt cylindriques et de longueur importante (quelques centaines
de nm - um) si la conception a bien été réalisée. Nous nous attendons également a une possible périodicité du

systéme, méme si ce n’est pas toujours le cas dans les structures naturelles, cela n’est donc pas primordial.
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3.4.1 Observations TEM et optimisation des conditions

Figure 48 : Images TEM du peptide a,b,c) 35m1 incubé a 500 uM dans NH3/HCOOH a pH=8.5 (50 mM) a 40 °C pendant 2h a 1600
rpm (agent de contraste Acétate d’uranyle a pH=4), d.e.f) 35m2 a 500 uM dans Pi a pH=7,4 (50 mM) a 1000 rpm pendant 2h a 37°C
(agent de contraste : phosphotungstate de sodium a pH=7).

Comme vu précédemment lors de I’étape de conception de nos peptides, et du suivi cinétique en
fluorescence de la ThT, les peptides sont confectionnés pour s’autoassembler et former des fibres a un pH bien
supérieur a 6 (pKa des histidines). Nous nous sommes alors placés a pH=7.4 ou 8.5 afin de déprotoner les
histidines présentes dans les séquences. Un Thermomixer C a été utilisé afin de pouvoir réaliser des incubations
a des température et agitation contrélées dans des tubes. Ici les deux peptides seront traités ensemble, dans un
premier temps, puis séparément car le peptide 35m2 a été le plus investigué puisqu’il a été optimisé afin de
défavoriser 1’agrégation latérale par rapport au 35ml. Le dépot des échantillons peut aussi jouer un réle
important sur la forme des objets a observer.[*] L ’obtention des premiéres images des deux peptides a été
réalisée en collaboration avec le Dr. Schmutz (Figure 48).

A partir de ces premiéres expériences, nous avons pu remarquer la forte tendance du peptide 35m1 a former
des faisceaux compacts de fibres contrairement au peptide 35m2 qui a plus tendance a former des fibres
beaucoup moins agrégées que le premier. La coloration négative nous permet d’observer comment les fibres
se collent entre-elles et met en évidence les réseaux formés. D’aprés ces premiéres analyses, nous avons pu
voir que la longueur des fibres était différente entre les deux peptides, le premier formant des fibres plutot

courtes et en faisceaux alors que le second forme des fibres beaucoup plus longues et moins collées. Ceci va
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dans le sens de la conception de nos peptides, notamment pour le peptide 35m2. Néanmoins, ici, les conditions
d’incubation des peptides sont différentes et cela peut bien stir jouer un réle important dans les morphologies
observées. C’est pour cette raison que nous avons réalisé une analyse ou les deux peptides ont été incubés de
la méme maniére et préparés de la méme fagon. Nous avons incubé 20 pL de solution de chaque peptide a 500
UM dans un tampon HEPES a pH=8.5 a 50 mM, dans un tube de 100 pL fermé et scell¢ avec du parafilm a
40°C avec une agitation de 1400 rpm pendant 60 heures. Juste aprés incubation, les suspensions de fibres
(d’aspect trouble) sont diluées et déposées sur les grilles de TEM puis contrastés avec de |’acétate
d’uranyle (AcU). Ensuite, la grille est mise a sécher pendant quelques minutes et mise dans le microscope
électronique. Ces expériences ont été réalisées a la plateforme de microscopie électronique de I’'INCI en
collaboration avec la Dr. Demais. Les résultats sont montrés en Figure 49. Tout d’abord, nous pouvons
remarquer que le contraste est positif, coloration des fibres en noires sur fond blanc, ce qui n’est pas di a un
agent de contraste, ou on devait voir les fibres en blanc sur fond noir. Ce qui montre que nous n’avions pas
encore réussi a optimiser cette étape, ou que les colorants ne se lient pas bien a nos objets. Mais, méme sans

cela, nos fibres étaient trés bien visibles mais les détails comme des faisceaux ne sont plus observables

contrairement aux images de la Figure 48.

o

Figure 49 : Images TEM des peptides 35m1 (a, b, ¢) et 35m2 (d, e, f) préparés de la méme maniére. Incubation a 40°C, 1400 rpm
pendant 60 h a 500 uM de peptide, 50 mM d’HEPES pH=8.5 avec agent de contraste (AcU).
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Nous étions trés surpris des fibres formées par le peptide 35m1 qui correspondent aux fibres attendues, a savoir,
isolées, de taille homogene et tres dispersée, avec peu d’agrégation latérale. Aprés discussion, et au vu de la
technique utilisée, nous pensons qu’il s’agit d’objets avec une forte densité électronique, trés compacts, qui
pourraient presque s’apparenter a des nanocristaux plus qu’a des fibres, mais quoi qu’il en soit, les
morphologies sont différentes. Ici, le 35m2 forme des fibres bien plus longues et isolées mais aussi en fagot a
la différence de ce que nous avions observé précédemment. Ces observations vont dans le sens de la formation
de fibres isolées pour pouvoir mener des analyses plus poussées sur celles-ci. Nous pouvons aussi remarquer
une différence de diametre de fibres lorsqu’on compare celles qui sont seules. En effet, nous nous attendons a
un diamétre d’environ 4.5-5 nm, qui correspond a la section trimérique de I’assemblage. Mais la résolution du
microscope ne nous a pas permis d’avoir une mesure de diameétre précise, qu’une mesure estimée de 10 a 15

nm pour le peptide 35m1 et 35m2. Cela peut sembler trop gros pour le trimére d’hélices mais la résolution

n’étant pas assez bonne pour des objets aussi petits que les notres, nous ne pouvons pas étre siirs de la mesure.

Figure 50 : Images TEM des 35ml (haut) et 35m2 (bas) incubés a 40 °C, 1400 rpm, 500 uM pendant 24 h et redilués a 10 uM pour le
dépot sur grille a) et e), avec coloration négative (AcU) b) et f), pendant 1 h ¢) et g). d) et h) correspond aux solutions de fluorescence
de la ThT a 50 uM et redilués a 10 uM pour le dép6t (incubation a 37 °C, 500 rpm pendant 72h).

N'étant pas totalement confiants de la reproductibilité des analyses, nous avons refait d’autres analyses en TEM
a partir de stocks différents. A partir de peptides nouvellement synthétisés et purifiés, nous avons réalisé de
nouvelles incubations a 40°C, 1200 rpm pendant 1 heure et 24 h afin de pouvoir regarder comment sont les
fibres a ces temps-la, notamment pour le peptide 35m1 au vu des résultats de fluorescence de la ThT obtenus.
Nous avons également pris les solutions de peptides issues des analyses de fluorescence de la ThT que nous
avons déposées sur une grille de TEM afin de comparer entre les deux concentrations et conditions

d’incubation. La concentration de tampon a été fixée a 50 mM dans toutes les analyses. Nous voulions aussi
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voir si nous arrivions a voir une différence, sur le microscope de I’'INCI, entre la coloration négative ou non.

Les résultats de ces analyses sont exposés en Figure 50.

Nous n’observons aucune différence entre les grilles colorées négativement et non colorées signe que nous
avons eu un probléme de coloration lors de la préparation de I’échantillon (Figure 50 a, b, e, f). Nous pouvons
cependant remarquer que les grilles sont trés similaires, avec et sans coloration. Pour le peptide 35m1 les fibres
sont plutdt courtes (quelques dizaines de nm de longueur) et agrégées alors que pour le peptide 35m2 elles sont
trés longues, fines, homogeénes en diamétre et surtout non agrégées, méme si on peut tout de méme observer
des paquets de fibres. Pour ce second peptide, le ratio de fibres seules par rapport aux fibres agrégées est assez
¢élevé, ce qui correspond a ce qui est attendu (Figure 50 e et f). Des échantillons ont été incubés seulement 1
heure pour observer si la formation de fibres avait déja lieu. En effet, les fibres sont déja présentes, mais la
morphologie est bien différente, plus courte pour le 35m1, et plus particulierement pour le peptide 35m2 qui
semble former des agrégats. Enfin, les grilles correspondantes aux dépots a partir des solutions de fluorescence
de la thioflavine-T, incubée a 37°C pendant 72 h nous montrent bien la formation de fibres mais de
morphologies similaires, en fagots. Nous voulions voir si les fibres avaient la méme morphologie que celles
incubées dans le Thermomixer dans des tubes. Nous pouvons déja dire que la concentration n’est pas la méme :
10 fois plus dilué lors de I’incubation avec la ThT que lors des essais d’optimisation des fibres par la TEM.
Cependant nous voyons une différence notable dans la morphologie du peptide 35m2 alors que le peptide 35m1
a une morphologie similaire. En effet, pour le peptide 35m2, seules des fibres agrégées ont pu étre observées
(Figure 50 d et h).

Sur la base de ces différentes observations, nous avons décidé, en collaboration avec les Dr. Pieri et
Dr. Bressanelli, et le soutien du GDR MéDynA, de nous pencher sur le peptide 35m2 pour des études plus
poussées en TEM mais aussi en Cryo-TEM.

3.4.2 Optimisation des conditions de fibrillation en vue d’une analyse
en Cryo-TEM

Jusqu’ici, I’optimisation des conditions de fibrillation pour les deux peptides nous a permis de voir
quelles différences nous pouvions observer lors de la formation de fibres, juste avec 3 mutations sur les
peptides. Cependant, pour la Cryo-TEM, les fibres doivent étre homogenes, non agrégées, et longues. Le
peptide s’en rapprochant le plus est le peptide 35m2 comme montrés en Figure 50 e et f. Des analyses ont alors
été réalisées sur ce peptide afin d’identifier les conditions les plus propices a une analyse en Cryo-TEM. Lors
de ces analyses, nous avons aussi chargé en surface (polaris¢) les grilles de TEM, avant dépdt, afin de favoriser
I’adsorption des peptides sur la grille. En effet, charger les grilles sous vapeur de plasma, appelé « glow
discharge », permet de réduire I’hydrophobicité de la grille, ce qui favorise le contact et un dép6t homogene

46,47

sur toute la surface.[***7] La procédure réalisée est la méme que précédemment mais la quantité de dépot a été

de 3 uL et les temps pour contraster la grille ont été de 2 fois 40 secondes.
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Nous avons alors regardé sa stabilité dans le temps, aprés fibrillation, pour observer une possible agrégation
entre les fibres. Nous avons en parallele testé deux contrastants différents, le phosphotungstate de sodium a
pH=7.05 et I’acétate d’uranyle a pH 4, afin de visualiser les différences entre les deux, et de déterminer lequel
était le meilleur pour notre systéme, c’est-a-dire qui ne re-solubilise pas les fibres et qui permet de voir les
détails précisément. L’incubation puis le repos pendant quelque temps a température ambiante semblent
favoriser la formation d’agrégats lorsque les fibres ne sont pas déposées tout de suite sur la grille. Il y a
cependant des fibres seules qui sont homogenes en diametres et longues mais des agrégats beaucoup plus larges
et courts ont aussi été observés dans ces conditions (Figure 51 a et b).

50 nm ! ! 50 nm

Figure 51 : Observations TEM en coloration négative de fibres formées par le peptide 35m2 incubé a 500 uM dans HEPES pH=8.5 a
40 °C a 1200 rpm pendant 48 h et laissé a Tamb pendant 1 jour (a et b) et pendant 16 h (c et d). Les grilles correspondant aux images
a), b) et d) ont été contrastées au phosphotungstate de sodium a pH=7.05 et C) contrastée avec de I’acétate d’uranyle a pH=4.

A P’inverse lorsque ce peptide a été incubé et déposé directement aprés incubation, nous avons observé une
large majorité de fibres seules et longues, bien isolées, avec quelques agrégats certes mais en faible proportion
(Figure 51 c et d). On peut aussi voir que I’image contrastée avec 1’acétate d’uranyle permet de voir les fibres
avec une meilleure résolution (Figure 51 c) que celles contrastées avec phosphotungstate de sodium (Figure 51
a, b, d). Par la suite, nous avons alors utilisé ce contrastant pour colorer nos fibres. Il est a noter que des
conditions d’incubation avec du sulfate d’ammonium, du NaCl et du Laurylsulfate de sodium (SDS), a
différentes concentrations de peptides, a différents temps et températures d’incubation ont été réalisés. Les
fibres sont trés réguliéres aussi en diametre, et trés longues dans chaque cas, mais le probléme est la présence

d’agrégats qui demeure. Une centrifugation controlée, apres incubation, pourrait résoudre ce probléme.

3.4.3 Suivi de la fibrillation par TEM

Dans le but de comprendre comment les fibres se forment, nous avons réalisé des dépots en fonction du
temps d’incubation. Pour se faire, et pour ne pas perturber I’incubation en fonction du temps, différents tubes
ont été mis a incuber a 500 uM, 40°C, 1200 rpm au Thermomixer dans ’HEPES (50 mM) a pH=8.5 et 7.4. Un
dépdt a été réalisé a t=0 min afin de controler la présence de fibres ou non dans la solution de départ, & 30 min
puis toutes les heures. Toutes les grilles ont été contrastées avec de I’AcU et analysées. Un contrdle a aussi été
fait en incubant la solution de départ a 500 uM sans tampon (pH=~ 3.5) pendant 5 heures.
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Figure 52 : suivi de formation de fibres du peptide 35m2 par TEM en coloration négative. Incubation a 500 pM, 1200 rpm a 40°C
dans I"HEPES pH=8.5 (50 mM).
La Figure 52 nous montre le résultat de ces analyses en fonction du temps de fibrillation. Nous pouvons
confirmer qu’a t=0, il n’y a pas de fibres présentes dans le tube. Ce qui veut dire que la solution stock préparée
auparavant est stable sur plusieurs semaines au moins. Ensuite, nous avons I’impression que les fibres ne se
forment pas de maniére isolée, mais qu’elles proviennent de la séparation de fagots qui se forment avant
I’apparition des fibres seules. En effet, nous avons observé I’apparition de fibres qu’a partir d’une heure
d’incubation, et celles-ci étaient principalement en fagots. Ensuite, au fur et a mesure du temps jusqu'a trois

heures, les fibres ont I’air de se déliter petit a petit (i.e. apparition de fibres isolées).

Au bout de 3 heures d’incubation, les fibres semblent avoir atteint leurs formes finales puisque les analyses a
4 ou 5 heures ne montrent pas de changement. Cette observation de formation de faisceaux de fibres avant la
formation de fibres seules va dans le sens de I’hypothése du mécanisme explicité lors des analyses de
fluorescence de la thioflavine-T. Nous pouvons aussi confirmer que méme si nous ne voyons plus de fibres qui
sont agrégées apres repos, la morphologie des fibres seules est similaire, ce qui pourrait indiquer qu’a 48 heures,
le systéme n’évolue pas et que nous n’observons pas de changement drastique de morphologie, si ce n’est de
I’agrégation (Figure 51 a et b). Nous observons également, des plaques de fibres formant un réseau de fibres
paralléles comme précédemment, mais en trés faible proportion. Nous remarquons de petits objets qui peuvent
étre des agrégats ou précipités de peptides globulaires, déja présents & 3 h d’incubation. Les analyses a pH=7.4
ne sont pas montrées ici car ce sont les mémes que celles obtenues a pH=8.5. Nous avons aussi tenté de laisser
les fibres aprés incubation pendant 5 heures (Figure 52) au repos au frigo a 4 °C afin de voir si nous avions
toujours ce comportement d’agrégation des fibres. Apres une nuit & 4°C, les fibres sont beaucoup plus agrégées

que celles déposées directement aprés incubation, ce qui laisserait indiquer une affinité non-négligeable entre

84



les fibres (Figure 51 d). Ceci pourrait étre dii a la sédimentation des fibres, qui une fois collées auraient du mal
a se décoller, méme apres resuspension a la pipette et dilution. Enfin, nous pouvons aussi confirmer par cette

technique que les fibres ne se forment pas a pH acide (Figure 51, 5h a pH 3,5).

Nous avons soniqué la suspension de fibres dans le but de savoir si cela allait permettre de séparer les fagots
en fibres seules. Nous avons réalisé cela sur I’échantillon & 3 h d’incubation laissé au repos a Tamb, pendant 2
heures ou les fibres étaient seules mais avec quelques paquets de fibres. La comparaison est montrée en Figure
53 ou les fibres seules et paquets de fibres longues sont présents avant sonication alors qu’aprés nous observons
toujours des fibres seules mais beaucoup plus courtes, et surtout, il y a beaucoup plus d’agrégats et notamment
de faisceaux de fibres. La sonication n’est donc pas une voie possible pour réduire la formation de fagots de
fibres.

Figure 53 : Images TEM du 35m2 a) apres 3 h d’incubation a 500 uM, 40°C, 1200 rpm dans I'THEPES 50 mM pH=8.5 puis 2 h de
repos a Tamb, b) aprés sonication pendant 30 s et ¢) aprés une nuit au frigo.

Nous avons alors choisi de prendre les conditions les plus favorables pour réaliser des essais en Cryo-
TEM. 1l s’agit des conditions d’incubation a 500 uM dans ’'HEPES pH=8.5 (50 mM) & 40°C a 1200 rpm

pendant minimum 3 heures.

3.4.4 Analyses préliminaires en Cryo-TEM
Les observations par Cryo-TEM ont été réalisées a I’12BC a la plateforme de Cryo-EM avec la Dr. Pieri.

3.4.4.1 Préparation des grilles

Les premicres analyses en Cryo-TEM ont été réalisées a partir de solutions fraichement incubées dans
les conditions les plus favorables déterminées précédemment. Une préparation rigoureuse et minutieuse a

besoin d’étre réalisée afin de déposer assez de matiére, de ne pas tordre la grille, de ne pas avoir trop de glace
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qui masquerait les fibres, etc...[** ") Nous avons besoin de voir dans un premier temps si nous observons nos
objets en conditions Cryo-TEM, dans lesquelles il n’y a pas de contrastant. Comme cette analyse se réalise a
froid, nous devons vitrifier la grille afin d’emprisonner les fibres dans une matrice d’eau non-cristallisée. Cette
étape peut s’avérer tres difficile a réaliser car d’une part il faut absorber du liquide, comme en TEM, mais une
quantité pas trop importante sinon I’analyse sera difficile, le contraste se faisant entre la matrice (I’eau) et les
fibres déposées. Plus ce rapport est faible, moins les fibres seront visibles. Il est alors important de contrdler ce
parametre, appelé « temps de blot » qui peut étre spécifique pour chaque échantillon en fonction de sa viscosité,
concentration ou encore du solvant utilisé. La force du « blot » est elle aussi importante, elle correspond a la
force mise contre la grille afin d’absorber le liquide.*” 1 faut ensuite congeler cette grille trés rapidement dans
I’éthane liquide. Le facteur limitant dans la vitrification est la conductivité thermique de I’eau, il faut alors un
liquide en ayant une plus grande, c’est le cas de I’éthane, mais pas de 1’azote liquide, c’est pour cette raison

4751531 Cela peut étre réalisé a la main, de la méme

que malgré sa grande inflammabilité 1’éthane est utilisé.!
maniere qu’en TEM, ou via un robot, qui permet une reproductibilité plus importante. Dans notre cas, nous
avons réalisé un essai « a la main » afin de voir si les fibres étaient visibles puis au robot (Vitrobot) pour
préparer nos grilles. Les grilles utilisées ont été, dans un premier temps des grilles classiques Quantifoil R2.2,
Cu-200 mais nous n’avons pas réussi a avoir une glace a assez bonne qualité pour pouvoir faire une bonne
analyse. Nous sommes ensuite passés sur une grille Lacey300-Cu. La différence entre les deux grilles analysées
par Cryo-TEM est montrée en Figure 54. La premicre grille a une taille de pore de 2 pm séparés par 2 pm de
cuivre, ce qui résulte en beaucoup d’objets non observables car sur le cuivre. A I’inverse, la seconde ayant des
tailles et formes de pores aléatoires, avec trés peu de cuivre entre eux, permet d’observer beaucoup plus

d’objets, notamment des fibres a cheval entre plusieurs pores.

1 um : e 1 pm

Figure 54 : Différences entre les deux grilles utilisées en Cryo-TEM pour observer les fibres formées par le peptide 35m2 incubé a
500 uM 40°C 1200 rpm pendant a) et b) 16 h sur grille Quantifoil R2.2 Cu-200 et 3 h sur grille Lacey300-Cu c) et d) et dilué a 250
UM pour le dépot.

Dans les deux cas, nous pouvons observer des fibres et notamment de gros fagots de fibres qui correspondent
aux points plus foncés sur les images a) et ¢) de la Figure 54. Nous pouvons cependant confirmer, comme en
TEM a coloration négative, le fait qu’a 3 ou 16 heures, la morphologie des fibres est la méme, avec un diamétre
moyen de 5 nm et des longueurs de I’ordre de quelques um. Nous remarquons que les fibres paraissent moins

agrégées dans le second cas, ce qui peut étre dii au dépot. Les petits points noirs observés sur les grilles
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correspondent a de la glace cristallisée. Ici dans les deux cas, les grilles sont de bonnes qualités car la glace est

bien vitrifiée avec trés peu de cristaux ou de pore vides.

3.4.4.2 Résultats de I’analyse en Cryo-TEM du peptide 35m2

Aprés avoir trouvé des conditions acceptables pour des analyses préliminaires du peptide 35m2 en Cryo-
TEM, nous avons réalisé des images a deux grossissements différents. Un grossissement a x14500 avec une
taille de pixel de 2.5 A et un a x 29000 avec une taille de pixel de 1.3 A. La taille de pixel correspond  la taille
que prend un pixel sur I’image, qui est un parameétre important a prendre en compte lors de ’analyse de clichés
en Cryo-TEM.

15.33 nm

)
4.74 nm

%.43 nm

“34.35 nm

4.85 nm o
N ,*32.28 nm

| #34.24 nm

4.75 nm
4,64 nm

4
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Figure 55 : Images Cryo-TEM obtenues pour le peptide 35m2 incubé 500 pM 40°C 1200 rpm pendant 3 heures pour 2 grilles
différentes. Un grossissement de x14500 est utilisé pour toutes les images sauf la b) qui a un grossissement de x29000. Les mesures
de périodicité et de largeur de fibres sont montrées en b) et f).

La Figure 55 nous montre différents clichés obtenus pour le peptide 35m2. Nous voyons quand méme que ces
fibres sont homogenes en diamétre, lorsqu’elles sont seules, et que lorsqu’elles sont en fagots, elles sont bien
paralleles. La largeur des fibres mesurée est d’environ 5 nm et on observe une périodicité d’environ 30-40 nm

(mais ceci est a modérer car trés difficile a voir au vu de la limite de résolution de 1’appareil). Ces mesures sont
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compatibles avec la formation de triméres d’hélice  gauche, les modéles prévoient une largeur de trimére
d’environ 5 nm avec une périodicité (« pitch » en anglais) d’environ 35 nm. Peu de clichés a fort grossissement

sont montrés car nous n’avons pas réussi a voir les fibres seules sur la grille a ce grossissement.

Nous avons réalisé des clichés pour voir si nous pouvions obtenir la structure a partir des fibres de peptide.
Cependant, nos objets étant tres petits en diamétres, ils demandent un appareil plus puissant afin d’accéder a
de bonnes résolutions et de pouvoir reconstruire la structure des fibres. Nous avons besoin, pour cela,
d’optimiser les conditions afin d’obtenir de meilleurs résultats qui sont encore a traiter pour pouvoir obtenir
des informations structurales, sans remonter a la structure. L’analyse de plusieurs fibres longues et isolées, a
partir de préparations différentes, nous permet d’obtenir leur taille de section, leur périodicité éventuelle mais
aussi, par transformée de Fourier rapide (FFT) sur les fibres, de savoir si I’alignement des fibres est bien

54561 Avec une résolution assez bonne, nous pourrions déterminer I’orientation des feuillets B a

paralléle.!
I’intérieur de la fibre afin de savoir si nous avons des feuillets B qui sont paralléles ou perpendiculaires a I’axe
de la fibre. Cette information permettrait d’attester que les fibres sont compatibles avec la formation d’hélices
B gauche ou d’infirmer cela (des feuillets B orientés parallélement a 1’axe de la fibre seraient incompatibles

avec notre mod¢le).

D’apreés ces analyses, ces fibres pourraient correspondre a des fibres trimériques d’hélices  gauche. Cependant,
comme nous pouvons le voir sur les images, nous avons tendance a former des paquets de fibres, qui dans
certaines conditions sont difficiles a séparer du reste. Les conditions ont été améliorées afin de favoriser les
fibres seules et isolées et nous savons que le temps optimal de fibrillation est supérieur a 3 heures a un pH
supérieur a 6. Ici, les pH de 7.4 et 8.5 ont montré les mémes morphologies mais a pH acide, aucune fibrillation
n'a pu étre observée. Les fibres étant de taille trés petite (en diamétre), nous devons passer sur un microscope
plus puissant pour permettre une reconstruction de la structure 3D de la fibre. Nous pouvons cependant dire
avec certitude que les fibres sont homogeénes en diamétre, et qu’elles forment des fagots mais aussi des fibres
longues, et elles sont visibles en Cryo-TEM ce qui montre bien qu’elles sont présentes en solution, qu’elles ne
sont pas qu’un artefact de séchage en TEM. Elles pourraient avoir une périodicité hélicoidale mais cela reste a

confirmer.

3.4.5 Informations structurales par dichroisme circulaire

Cette technique spectroscopique permet de déterminer rapidement les structures secondaires que
peuvent adopter les peptides ou protéines en observant les transitions n-n* et n-n* des liaisons amides. %3]
Les protéines, en fonction de leur coefficient d’extinction molaire entre une lumiére polarisée droite ou gauche,
vont avoir un spectre caractéristique aux structures secondaires qui y sont présentes. Elle peut donc permettre
de suivre des changements structuraux, comme un repliement/dépliement,'® une cinétique de

31611 C’est une technique bien

formation/dissociation de complexe, d’interaction avec des membranes ou autres.!
connue aujourd’hui, et qui a permis de suivre la cinétique de formation de fibres avec différents systémes

comme I’AB(1-40) via la formation de feuillets P®?! ou encore I’a-synucléine!®]. Elle est complémentaire a
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d’autres techniques comme la cristallographie, la Cryo-TEM ou encore la RMN du solide qui sont des
techniques a un état solide et peut parfois servir a obtenir des informations structurales non accessibles par

64651 11 a notamment été possible de mieux comprendre la structure de la yD-crystalline

d’autres techniques.|
responsable de différents types de cataracte congénitale par CD par observation de I’augmentation de la bande

aux alentours de 218 nm permettant de faire une corrélation avec la perte de solubilité de la protéine.[®

Evidemment, les systémes comme les solénoides B ont été étudiés et montrent des signatures spectrales
caractéristiques a ces repliements trés similaires a ceux des amyloides B.1°! L’autoassemblage des protéines en
solénoides B a aussi été étudi¢ et notamment les hélices B gauche de type II'”) ou issues de bactériophage qui
forment des hélices B gauche par association de 3 chaines protéiques.[*”! Une hélice B gauche de type II
fibrillaire a déja été analysée par CD (de 195 nm a 300 nm) (Figure 10 de I’Introduction).[”! Dans tous les cas,
les signatures sont trés similaires avec des minimas aux alentours de 218 nm, qui sont caractéristiques des
feuillets B.1° Ces caractérisations sont compatibles avec les structures attendues des solénoides B mais
I’orientation des feuillets n’est souvent pas accessible a cause des limites expérimentales (i.e. cuve, source de
photons). Elles sont imposées par I’appareil mais aussi par les tampons et sels utilisés ainsi que les solvants qui

31.69.70] Cependant, il serait intéressant aujourd”hui de déterminer

ont une coupure de signal spécifique a chacun.!
si la conformation des feuillets est paralléle ou anti-paralléle avec les informations obtenues a des longueurs
d’onde inférieures a 200 nm méme si la différence est moins marquée que par d’autres techniques.!”! La Figure
56 montre les différences de signal dues aux différentes conformations des feuillets B, que ce soit antiparallele
(Antil : torsion du feuillet vers la gauche, Anti2 : trés 1égére torsion vers la droite, Anti3 : torsion du feuillet
vers la droite) ou parallele. En ce qui concerne les feuillets B paralléles, les signaux caractéristiques
correspondent & une bande négative a environ 218 nm, une bande positive intense a environ 198 nm ainsi
qu’une bande négative a partir de 187 nm. Il est important de noter ici que les bandes peuvent varier en fonction

de I’angle des feuillets B ainsi que de leur environnement.
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Figure 56 : Spectres CD calculés et optimisés utilisés comme références dans la base de données BestSel. (Reprise de la ref [')

Généralement, sur les spectromeétres de paillasse, le trajet optique est assez important allant de la centaine de

pm au cm. Plus il est long, plus il faut travailler en conditions diluées. En revanche, le dichroisme circulaire
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sur source synchrotron (SR-CD) permet de travailler a des concentrations bien plus élevées en utilisant des
trajets optiques trés courts qui sont de I'ordre de la dizaine de um. La brillance, ou la quantité de photons du
faisceau, permettent aussi de travailler en dessous des 190 nm (limite habituelle des spectromeétres de paillasse)
et d’avoir des temps d’acquisition de I’ordre de la dizaine de secondes au lieu de la dizaine de minutes en
routine, tout cela menant & une résolution cinétique bien meilleure.””) Nous pouvons obtenir beaucoup
d’informations a des longueurs d’onde inférieures a 190 nm mais une limite est fixée a 170 nm environ a cause
de I’eau qui tend a tronquer le signal & 168 nm, et sur des échantillons solides (i.e. secs) jusque 140 nm (la
limite étant 1’absorption du diazote).”®) Avoir accés a cette fenétre spectrale permet d’obtenir plus
d’informations structurales, puisqu’on y observe des signaux caractéristiques de I’arrangement des chaines
peptidiques. Par exemple, on peut différencier les feuillets B paralleles des antiparalléles, ou bien le type
d’hélice a ou encore les coudes B."* 11 est de plus en plus possible de déterminer les différences de structures
entre les différents feuillets f présents ainsi que leur angle de torsion par dichroisme circulaire. Pour les bases
de données existantes pour la prédiction de structures secondaires a partir du spectre CD, beaucoup de structures
ont été enregistrées en n’allant que jusqu’a 190 nm, la ou les différents types de feuillets ont des bandes
similaires. Elles gagneraient en précisions si elles étaient alimentées avec plus de spectres incluant la fenétre
entre 200 et 170 nm. C’est notamment le cas pour SELCON!, CONTINUY et plus récemment BestSel”!), qui
utilisent des algorithmes couplés a des banques de données afin de prévoir la structure secondaire des protéines.
Cependant, ces mesures sont faites avec des protéines qui ne sont quasiment jamais constituées de structures
secondaires pures, c’est-a-dire qu’elles contiennent des parties globulaires avec des feuillets B, hélices a ou
pelotes statistiques, qui « polluent le signal », ce qui rend difficile I’attribution des signatures propres a chacune

des structures secondaires.

Dans notre cas, nous nous attendons a un spectre pur d’une hélice f gauche seule, contenant des feuillets 3
paralleles mais aussi des coudes P qui serait similaire a celui-obtenu pour des fibres d’hélice B droite (Figure
10).7

En ce qui nous concerne, nous avons réalisé des expériences sur spectromeétre de paillasse Jasco J-810 équipé
d’une lampe Xenon 150 W. Ne pouvant aller en dega des 200 nm a cause de la saturation du signal, nous avons
aussi réalisé des expériences de SR-CD sur la ligne DISCO du synchrotron SOLEIL en collaboration avec le
Dr. Wien nous permettant de mesurer des spectres allant jusque 170 nm en solution et d’acquérir des spectres
trés rapidement, ce qui permet de réaliser des cinétiques de repliement ou dépliement facilement."”) Il a été
aussi trés intéressant de travailler avec le Dr. Wien qui nous a appris beaucoup sur les « bonnes pratiques en
CD ». C’est-a-dire comment, par la suite des mesures, mettre les résultats normalisés a la quantité de peptide
en utilisant ’absorbance mesurée a 205 nm en regard de la haute tension mesurée ainsi que la masse molaire

8791 Aussi, la calibration avec 1’acide D-10-

74,80]

pour obtenir la concentration exacte de protéine.!

camphorsulfonique (CSA) permet de s’assurer d’avoir des mesures reproductibles.!
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3.4.5.1 Comparaison en CD et SR-CD des peptides fibrillés
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Figure 57 : Spectres CD obtenus pour les peptides 35m1 et 35m2 a) sur spectrométre de paillasse aprés incubation a 500 uM HEPES
pH=8.5 50 mM redilu¢ a 60 pM., trajet optique de 1 mm (la zone barrée en jaune symbolise la perte d’informations par rapport & une
analyse SR-CD) et b) sur source synchrotron aprés incubation a 2mM HEPES pH=8.5 50 mM mesur¢ a 2 mM, trajet optique de 31
pm.

Nous avons commencé par la mesure en CD classique pour voir si nous avions, a premiere vue, des
feuillets B qui étaient présents dans les structures. Pour cela, nous avons incubé les peptides 35m1 et 35m2 dans
les mémes conditions que les expériences précédentes, a 500 uM de peptide pour 50 mM de tampon HEPES a
pH=8.5 2 40°C avec une agitation de 1200 rpm pendant 24 heures, afin de former les fibres de la méme manieére.
Les suspensions ont ensuite été diluées a 60 M de peptide, et 20 mM de tampon pour [’analyse. Une cuve en
quartz de 300 pL a été utilisée avec un trajet optique de 1 mm. Une moyenne de 10 spectres a été enregistrée
pour chaque peptide de 200 a 300 nm, avec des pas de 1 nm a 25 °C, a 1 seconde par point (16 minutes au total)
qui est représentée en Figure 57 a. La différence d’intensité de la bande caractéristique des feuillets  pourrait
étre due a une erreur trop importante lors de la préparation de la solution stock, les concentrations étant estimées
par pesée du peptide. Les valeurs des minimas obtenus, sur spectrométre de paillasse, sont caractéristiques d’un
repliement en feuillets  a 217 nm pour le peptide 35m1 et 215 nm pour le 35m2. Les spectres SR-CD des
mémes peptides enregistrés sur la ligne DISCO, moyenne de trois spectres sont montrés en Figure 57 b. Nous
observons que les bandes sont un peu déplacées avec un minimum a 220 nm pour le peptide 35m1 et a 217
pour le peptide 35m2. Que ce soit sur paillasse ou au synchrotron, I’allure des spectres entre 200 et 250 nm est
globalement la méme, ce qui montre que les analyses sont reproductibles sur deux appareils différents. Pour le
SR-CD, nous remarquons que |’intensité des bandes a 198 (35m1) et 199 nm (35m2) est différente mais aussi
que le minima présent a 182 nm pour le 35m1 est intense alors que le 35m2 le minima présent autour de 176
nm est peu négatif. Cela pourrait étre dii a la torsion des feuillets B dans la fibre finale qui est différente entre

71311 Et évidemment cela peut étre

les deux peptides, un paramétre qui n’est généralement pas pris en compte.|
da a des structures différentes, car le feuillet f parallele est caractérisé par des bandes négatives a 218 nm et
~180 nm et positives a =~ 198-200 nm. Pour les deux peptides, c’est le cas, mais nous voyons que les intensités

sont différentes, ce qui traduit des structures fibrillaires légérement différentes.
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3.4.5.2 Différences entre les peptides en solution et fibrillés
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Figure 58 : Spectres SR-CD des peptides 35m1 et 35m2 a 2mM a) en solution; et différence entre la solution stock et fibrillée du
peptide b) 35m1 et ¢) 35m2. Les fléches bleues représentent les déplacements des bandes des solutions vers celles des fibres.

Lors de la conception du peptide, nous partons du principe qu’a pH neutre, les peptides commencent a
se replier sur eux-mémes (pré-organisation) pour pouvoir former, par autoassemblage, des hélices B gauche de
type L. Il serait alors logique d’avoir un spectre caractéristique des pelotes statistiques pour la solution stock de
35m1ou 35m2 en conditions acides. C’est le cas lors de la solubilisation du peptide 35m2 dans I’eau, qui a une
signature en pelote statistique en CD, et qui reste dans cette conformation méme aprés une nuit au frigo en
condition acide (i.e. spectres initiaux des cinétiques Figure 60). Cependant, au cours du temps, le peptide tend
a se replier dans la solution stock, méme avec la répulsion de charge, ce qui tend a montrer que la formation
des feuillets et du coeur hydrophobe est plus forte que la répulsion de charge (Figure 58). Mais nous n’avons
pas acces a I’information sur la possible agrégation des peptides, s’ils sont toujours sous forme monomérique
ou non. Les spectres CD de ces solutions stocks de peptides ont ét€ comparés aux spectres obtenus apres
fibrillation (Figure 58 b, c¢). Le peptide 35m1 voit un déplacement bathochrome de ses bandes alors que le
35m2 voit des déplacements bathochromes en dessous de 190 nm et hypsochromes pour les bandes au-dessus
de 190 nm. 11 est aussi trés intéressant de remarquer I’augmentation d’intensité significative entre les peptides
en solution et fibrillés. Dans tous les cas, la proportion des bandes est augmentée avec la formation de fibres,
trés 1égérement pour le 35m1 et de maniére beaucoup plus significative pour le peptide 35m2 lorsqu’on regarde
la bande caractéristique aux alentours de 218-220 nm. Pour chaque peptide, la bande positive présente a 198 et
199 nm est intense, ce qui est caractéristique des feuillets . Mais la différence majeure est a 182 nm pour le
35m1 avec une bande trés prononcée caractéristique des feuillets p paralleles’! et déplacée a 176 nm pour le
35m2 et qui est moins intense. Cependant, nous ne pouvons pas dissocier les trois bandes car elles ne sont
probablement pas indépendantes. Les différences pourraient étre dues a un angle de torsion des feuillets 8
différent en fonction des peptides. Il y a aussi de grandes chances que les parties terminales des peptides
s’organisent afin de participer au réseau de liaisons hydrogéne formé par les feuillets mais aussi par chaines
latérales des asparagines (Figure 34). Nous nous attendons alors & un arrangement régulier des feuillets 3
lorsque les fibres sont formées et moins régulier lorsque le peptide est en solution, I’effet template étant quasi
nul et la flexibilité beaucoup plus importante.
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Pour le 35m1, nous avons aussi réalisé des mesures
de SR-CD, aprés incubation (i.e. formation des fibres) et
centrifugation a 12000 rpm pendant 1 h a 20°C. Le

surnageant et le culot ont été analysés séparément afin de
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voir s’il restait du peptide sous forme soluble dans la

solution. La Figure 59 montre bien I’absence de signal dans
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été réalisée sur le peptide 35m2 par manque de temps, mais
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Figure 59 : Spectres SR-CD du peptide 35m1 aprées

solution et la formation de fibres se passe de maniére fibrillation et centrifugation montrant les différences entre
.. , . . le culot et le surnageant. En insert est montré un
similaire. Le déplacement des bandes pourrait étre di a la  ,grandissement du spectre obtenu pour le surnageant.

nous pouvons présumer que le comportement entre la

diffusion de la lumiere par les fibres, présentes en grande

quantité ici.

3.4.5.3 Suivi du repliement de 35m2 au cours du temps et en fonction de la

température

Grace a la rapidité d’acquisition des spectres en SR-CD, nous avons réalisé des cinétiques de
repliement de nos peptides en fonction du temps a 40°C ; cela correspond aux conditions d’incubations les
meilleures précédemment déterminées. Mais ici, I’incubation est réalisée directement dans la cuve de mesure
en CaF, de 31 um de trajet optique, sans possibilités d’agitation, ce qui marque une différence significative

avec les conditions d’incubations que nous utilisons.

La Figure 60 a montre I’évolution du spectre SR-CD de 35m2 lors de I’incubation a 40 °C. Les spectres
enregistrés toutes les 3 minutes, mais seuls ceux toutes les 30 minutes sont montrés ici pour faciliter la lecture.
Mais nous observons une disparition rapide de la bande négative a 199 nm typique des pelotes statistiques
(« random coils »). La bande a 218 nm était déja présente a t = 0 h mais en trés faible proportion, or lorsque le
temps d’incubation augmente, le maximum est atteint au bout de 15 min pour diminuer par la suite, de méme
pour I’augmentation de la bande a autour des 200 nm. Une transition de 185 a 199 nm est aussi observée ce qui
est compatible avec la formation de feuillets B. Mais méme si I’apparition de cette bande indique 1’apparition
de feuillet B, I’incubation a 40°C sans agitation n’est pas suffisante, méme apres plus de six heures d’incubation

nous n’observons pas de signal correspondant aux feuillets 3 purs.

93



64n b) 37 I94 c
N

= 11
£
3]
= 0 60 °C
E
)
<~ -1
224
0Oh 3 25°C
T T T T T T T = T T T T T T T
170 180 190 200 210 220 230 240 250 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 60 : a) Cinétique de repliement du peptide 35m2 a 2 mM a 40 °C et b) Cinétique de repliement suivie par SR-CD du peptide
35m2 a 2 mM dans HEPES a pH=8.5 (50 mM) en rampe de température croissante de 25 °C a 94 °C (traits pleins) puis en rampe
descendante de 94 °C a 25 °C (traits pointillés).

Afin de vérifier si I’augmentation de température permettrait d’apporter 1’énergie nécessaire au systéme pour
se replier (i.e. compenser I’agitation mécanique appliquée lors de notre protocole habituel de formation des
fibres), une rampe en température a été effectuée. Elle permettra aussi d’évaluer la stabilité de I’assemblage a
haute température, mais aussi de voir sa possible réversibilité. Nous avons alors fait varier la température de la
cuve de 25 °C a 94 °C, puis de 94 °C a 25 °C. Comme nous pouvons le voir en Figure 60 b, nous observons un
point isobestique qui correspond a la transition entre une structure en pelote statistique (départ, violet) et en
feuillets B (état final, rouge). Le spectre final est identique aux spectres des fibres enregistrés précédemment.
Ici, nous avons incubé le peptide tout fraichement solubilis€, aprés sonication pendant quelques secondes, ce
qui nous a permis de partir d’une solution désordonnée, sans préorganisation. Nous observons treés vite que les
feuillets B se forment juste par augmentation de la température. Nous pouvons alors dire que le manque
d’agitation de I’expérience précédente peut &tre compensé par une température plus élevée. Mais, a partir de
ces mesures, une température seuil de formation compléte et finale de la structure n’a pas pu étre déterminée a
cause de la vitesse d’analyse a chaque température, qui a pris environ 5 minutes pour chaque incrément de 3

°C, ce qui ne laisse pas le temps au systéme de s’équilibrer.

De plus, nous observons que ces fibres sont stables pour des températures allant jusque 94 °C. A noter que pour
les fibres formées par 35m1, nous n’avons pas observé de changement significatif du spectre CD, méme apres
3h a 94°C. Cela montre le potentiel de ces systémes pour des applications futures. Lors de la redescente en
température, le spectre change trés peu, indiquant une conservation de la structure, dont la flexibilité diminue

comme peut I’attester I’augmentation de [’amplitude des bandes a 218 et 198 nm.

Constatant la stabilité en température de ses fibres, nous avons voulu tester I’effet d’un détergent sur la
formation des fibres (voir si cela empécherait le phénoméne). Le peptide 35m2 a donc été mis a fibriller en
présence de 0.5 % de SDS, dans les mémes conditions que pour la Cryo-TEM. Nous voyons que nous

retrouvons le spectre des fibres (Figure 61). Le signal correspondant aux feuillets B est déja important a 1h
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d’incubation, signe que I’assemblage et le repliement du peptide se font, méme en présence de 0,5 % de SDS.
La baisse d’intensité pour les échantillons a 2 et 3 h est trés probablement due a la préparation de la cuve avant
analyse, mais nous pouvons voir que généralement, I’allure est similaire, ne montrant pas de dénaturation sur
ce laps de temps.
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Figure 61 : Spectres SR-CD du peptide 35m2 a mis a incuber dans le SDS a 0.5 % a 500 uM de peptide HEPES pH=8.5 50 mM,
40°C, 1200 rpm & 1h, 2h et 3h d’incubation. Incubation réalisée sur un agitateur rotatif différent de celui du laboratoire.

3.4.5.4 Alignement des fibres visible par dichroisme linéaire

A I’inverse du dichroisme circulaire, ou nous regardons la différence d’absorbance de la molécule entre
une lumiére circulaire polarisée droite et gauche, le dichroisme linéaire (LD) permet d’observer la différence
d’absorption de lumiére polarisée perpendiculairement & I’axe du faisceau (Figure 98 partie expérimentale).
Cela nous informe notamment sur |’orientation des structures secondaires. Si nous connaissions I’orientation
des fibres nous pourrions alors savoir comment les structures secondaires sont organisées dans celles-ci.[-%4
Mais le probléme est que I’alignement des fibres n’est pas si facile a réaliser. En effet, sauf'si les fibres forment
spontanément des réseaux de fibres orientés de maniére homogene dans I’espace, il est nécessaire de les aligner
afin de pouvoir mesurer le dichroisme linéaire. Il existe plusieurs techniques d’alignement mais dans notre cas,
nous voulions voir si les fibres avaient déja une orientation préférentielle dans I’échantillon. La préparation est
la méme que celle pour le CD, et nous avons regardé en dichroisme linéaire s’il y avait alignement. Pour faire
cela, & partir des échantillons préparés pour I’analyse en CD, le spectrométre a été passé en mode LD pour
réaliser les mesures. Pour des orientations de 90° et 270° par rapport a la cuve analysée au départ, nous avons
observé un minima et maxima aux alentours de 195 nm signe de I’alignement des fibres en feuillets 3. Nous

avons observé une différence avec le dépdt liquide (Figure 62 a) et séché, formant un film mince (Figure 62 b).
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Figure 62 : Spectres de dichroisme linéaire obtenus avec les fibres du peptide 35m2. a) Suspension de fibres ; b) Fibres déposées et
séchées en film. Des rotations de 90° ont été effectuées afin de vérifier les orientations paralléles et perpendiculaires.
Nous observons une inversion du signal entre les orientations perpendiculaires (entre 0° et 90° et entre 180° et
270°) qui correspond aux orientations paralléles (positif) et perpendiculaires (négatif).® Ceci indique
clairement un alignement (au moins partiel) des fibres en suspension dans la cuve de mesure. Cependant, nous
avons eu de grandes difficultés a reproduire ces mesures, a repréparer des cuves avec du dichroisme linéaire.
Aussi, nous ne savons pas si cet alignement est présent en solution (suspension) ou bien s’il se fait lors du dépot
sur la cuve. Les spectres obtenus sont trés similaires a ceux obtenus pour I’ABi.42 qui adopte également des

structures en feuillets B paralléles.®!

Nous avons aussi essayé d’aligner les fibres obtenues par séchage des suspensions. Le but est de former un
film, voir si le séchage promeut 1’alignement. Pour se faire, un dép6t de 4 uL. de suspension de fibres a été fait
sur la cellule de mesure qui a ensuite été mise sous vide pendant 1 heure. Nous avons ensuite analysé ce film
comme précédemment en SR-LD a différentes orientations pour voir si les fibres étaient alignées.® 11 a été
possible d'observer un certain alignement par cette technique comme peut I’attester la Figure 62 b ou les
orientations observées sont les mémes que pour la suspension de fibres. Nous avons pu atteindre une longueur
d’onde de 145 nm sur les mesures de film car I’eau n'est plus présente. La limite ici étant I’absorption du Na,

qui se dissocie en dessous de cette longueur d’onde.””!

3.4.5.5 Problemes rencontrés lors des analyses SR-CD et SR-L.C

Nous avons cependant rencontré des problémes de reproductibilité lors de la fibrillation du peptide
35m2 signe que nous ne maitrisons pas totalement son comportement. Ce manque de maitrise est
principalement di a la différence entre les deux incubateurs utilisés, au laboratoire et au synchrotron. Au
laboratoire, nous avons un Thermomixer avec un Thermotop ce qui permet d’éviter 1’évaporation des

échantillons, ce qui n’a pas été le cas au synchrotron ou les évaporations n’étaient pas maitrisées. Ces problémes
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ont permis de mettre en évidence que I’évaporation des échantillons est un paramétre trés important, et que les
fibres ne se forment pas juste par évaporation. Ainsi, nous pouvons dire que la préparation des échantillons
joue un role prédominant, comme il a ét€ montré auparavant avec la TEM par exemple. Nous avons observé
des problémes de stabilité du peptide monomérique solubilisé dans I’eau. Initialement, sa structure secondaire
était en pelotes statistiques. Afin de garder le peptide déplié, nous avons vu qu’il est préférable de soniquer la

solution pour avoir une solubilisation totale et de la garder en conditions acides, au frigo.

Notons finalement, que lors d’une mesure, nous avons observé un spectre de fibres de peptide 35m2 identique

a celui des fibres du peptide 35m1, mais nous n’avons pas encore compris pourquoi.

3.4.6 Analyse des fibres par spectroscopie infrarouge

La derniére technique que nous avons utilisée pour caractériser les fibres peptidiques est la
spectroscopie infrarouge (IR). Cette méthode d’analyse basée sur la vibration des liaisons présentes dans la

87.881 Nous nous focaliserons sur le mode de vibration des liaisons

molécule nous renseigne sur son repliement.|
amides (chaine principale), des déplacements d’onde caractéristiques des différentes structures secondaires.®”!
Le mode de vibration le plus regardé pour observer une structure secondaire est le mode amide I. Il est
caractérisé par 1’élongation de la liaison carbonyle (C=0) de I’amide."*” Dans notre cas, nous nous attendons a
des feuillets B paralléles, caractérisés par une bande intense autour de 1630 cm™!. Les feuillets B antiparall¢les
étant caractérisés par deux maximas, un autour de 1620 cm™ et 1690 cm™! (Figure 63). C’est d’ailleurs ce qui a
aidé a différencier les structures des amyloides B sous forme oligomérique (antiparalléle) et fibrillée
(paralléle).”™ De plus, I’identification des coudes P est visible lorsqu’on observe la bande amide I, caractérisés

par un maxima autour des 1660 cm™', méme si I’attribution des coudes B reste controversée.*!9?!
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Figure 63 : Différence de bandes caractéristiques des groupements amides I entre les deux conformations de feuillets B, a droite
antiparalléle et & gauche paralléle. (Figure reprise de la ref [32])
Nous avons réalisé des analyses en ATR-IR qui permet d’analyser un échantillon fin déposé a la surface du
diamant avec une sensibilité de surface accrue. L’avantage de I’ATR-IR ici est de vraiment analyser les fibres
solides de peptides par séchage de la goutte déposée sur le diamant sous flux d’air. Cela ne requiert pas de

préparation complexe. Il est trés important de préciser ici que les contre-ions trifluoroacétates (TFA®) des
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peptides ont été échangés contre des chlorures (Cl(')) aprés purification. Cela a été fait car les TFA® ont une

bande d’absorption importante dans la région des bandes amide I (1673 cm™).[*>*¥ Le TFA n’est pas non plus

conseillé dans des applications biologiques du fait de sa toxicité.[*’!
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Figure 64: Spectres ATR-IR des peptides fibrillés dans les conditions déterminées précédemment a) 35m1 et b) 35m2.

Apres fibrillation comme précédemment, nous avons centrifugé les suspensions pour avoir une concentration
de peptide importante au fond des tubes puis nous avons déposé 2 puL du culot sur le diamant de mesure. Les

spectres réalisés sont montrés en Figure 64.

Les deux peptides donnent des spectres quasiment identiques avec des maximas a 1629 cm™ (i.e. feuillets B
paralléles) et a 1666 cm™ (i.e. coudes B). Sur le spectre du peptide 35m1, nous remarquons une bande de trés

faible intensité a 1718 cm™' qui pourrait correspondre a un glutamate qui participe a une liaison hydrogéne.%°7

La spectroscopie infrarouge nous montre donc clairement la présence de feuillets  en conformation paralléles
ainsi que la présence de coudes B, confirmant ce que nous avons vu avant par dichroisme circulaire, avec en

plus Pattribution d’une bande appartenant aux coudes .

3.5 Discussion et conclusion

Comme expliqué en introduction, I’objectif de ce chapitre était de concevoir un ou des peptides
s’autoassemblant et se repliant en hélice B gauche de type I (LBH). En se basant sur I’outil de conception décrit
lors du premier chapitre, nous avons congu deux séquences peptidiques susceptibles de se replier en LpHs.
Cette conception prend en considération les différentes faces (non-équivalentes) du trimére et reprend tous les
codes d’une LBH « classique » que I’on peut retrouver dans la nature. Comme il a été suggéré dans la littérature
qu’une séquence correspondant a un tour d’hélice ne suffirait pas & avoir un autoassemblage stable, nous avons
congu des peptides correspondant & deux tours d’hélice, permettant de bénéficier de préorganisation du
peptide.””) Les séquences congues sont de 35 acides aminés, ce qui correspond a deux tours moins 1 acide

aminé. Ce résidu est retiré pour éviter le clash entre deux atomes et compensé par une formylation en Ny et
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une amidation en Cir. Des motifs structuraux caractéristiques afin de favoriser 1’assemblage et la
préorganisation ont ét¢ introduits : valines et leucines (pour former le coeur hydrophobe), des asparagines
(connues pour former des échelles), des résidus de charge complémentaire (pour faire des ponts salins). Des
histidines ont aussi été introduites de manicre a ce qu’elles soient orientées au centre du trimére, afin de

contrdler I’assemblage en fonction du pH.

Ces deux peptides ont été synthétisés et purifiés, puis étudiés par différentes techniques. Les résultats de
fluorescence de la thioflavine-T nous indiquent que ces peptides forment des objets de type amyloides avec des
feuillets B. Ces analyses nous montrent des comportements différents entre les deux peptides, le 35m1 ne
montrant pas de phase latente, alors que le 35m2 en montre une. L’absence de phase latente suggere une
structuration trés rapide en fibres amyloides qui est ici probablement due a une préorganisation élevée du
systéme, ou les monomeres forment des fibres avec une cinétique rapide. Les contrdles réalisés avec de
différents temps d’ajout du tampon a pH=8.5 suggerent qu’il n’y a pas de nucléi tant que le pH est maintenu
acide. Aussi, I’incubation & pH différents nous montre qu’a un pH inférieur ou proche du pKa des histidines,
la fibrillation n’a pas lieu, ce qui permet de controler le processus de fibrillation par le pH. Ceci est compatible
avec I’hypothése des histidines présentes a I’intérieur du trimére pour former les fibres mais aussi de la
formation de ponts salins. L’autre peptide, le 35m2, a un comportement amyloidique plus classique.”® Les
deux peptides auraient un mécanisme de formation ou la nucléation secondaire multiétapes serait
prépondérante, dont un beaucoup plus rapide que I’autre. Ce qui est compatible avec la formation de trimeres

d’hélices B gauche ou une hélice catalyserait la formation d’autres hélices.

Les observations en microscopie électronique a transmission avec coloration négative nous ont permis
d’identifier la morphologie des fibres formées par les deux peptides. Pour le peptide 35m2 les fibres
individuelles ont des largeurs homogenes (env. 5 nm), ce qui est compatible avec des triméres de LBHs. Cela
n’a pas été mesuré pour le peptide 35m1 au vu de I’empaquetage des fibres formées. Leurs morphologies sont
cependant un peu différentes : le 35m1 a tendance a former des faisceaux/ réseaux de fibres courtes en paquets,
le 35m2 forme plutdt des fibres trés longues, homogenes en diamétre beaucoup moins agrégées (avec quand
méme la présence de fagot de fibres). Nous avons essayé d’optimiser les conditions d’incubation pour le peptide
35m2 qui nous paraissait le plus prometteur afin de n’avoir que des fibres non agrégées, sans arriver a ne plus

avoir d’agrégats du tout.

Malgré la présence de paquets de fibres, nous avons réalisé¢ des essais de Cryo-TEM pour voir si les fibres
étaient visibles en solution, ce qui est le cas, et si nous pouvions déterminer la taille de celles-ci. Les fibres
étaient trés homogenes en diamétre, de I’ordre de 4-5 nm, ce qui est compatible avec la formation de fibres
trimeriques d’hélices B gauche. Une périodicité d’environ 35-40 nm a pu étre observée dans certains cas, mais
pas tout le temps, et celle-ci est aussi compatible avec la formation de fibres trimérique de LBHs. L’échantillon
n’ayant pas assez de fibres isolées, et le microscope TEM pas assez puissant, il n’a pas été possible de
déterminer la structure, et cela demande encore des étapes d’optimisation des conditions afin d’avoir un dépot
de fibres homogéne. Une solution serait de centrifuger 1’échantillon afin de faire « déposer » les paquets au

fond et ne garder que les fibres longues et séparées dans le surnageant.
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Les expériences de dichroisme circulaire des fibres révélent une structure secondaire en feuillets B, pour le
spectrométre de paillasse, et en feuillets B paralleles pour les expériences de CD au synchrotron. Les ratios
entre les bandes a 218 et 198 et 180 nm sont différents en fonction du peptide. La différence entre les spectres
des deux peptides pourrait s’expliquer par un angle de torsion des feuillets § différent ainsi que la présence de
coudes P soit de différents types soit dans différentes proportions. Apres fibrillation et centrifugation, les
spectres CD du surnageant et du culot indiquent clairement que les peptides sont présents presque que sous
forme fibrillée et qu’il ne reste que trés peu de peptide en solution (sous la limite de détection). Nous avons pu
suivre le repliement du peptide 35m2 en fonction du temps et de la température. Nous avons observé un temps
de repliement a 40 °C bien supérieur a 3 heures qui peut s’expliquer par I’absence d’agitation, et qui peut étre
compensée par une augmentation de la température. L incubation des fibres formées, pour le 35m2, apres 3-4
heures & 94°C montre la robustesse et la stabilité des fibres, n’observant pas de changement dans le spectre. La
stabilité des celles-ci s’illustre aussi par leur fibrillation en présence de SDS et ne montrant pas de dénaturation.
Enfin le SR-LD nous a permis de voir que nos peptides peuvent s’aligner et les bandes caractéristiques d’un
alignement paralléle et perpendiculaire de feuillets B ont été identifiées. Ces résultats sont similaires a ceux

décrits auparavant pour I’ Ap.

La mesure des spectres infrarouges des deux peptides nous montre des signatures identiques lorsqu’on regarde
la bande amide 1. Elle confirme la présence de feuillets  paralléles. En plus, I'IR nous renseigne sur la présence
de coudes [ dans les structures fibrillaires.

La structure attendue étant composée de feuillets 3 paralléles et de coudes B, ces mesures sont compatibles avec
le repliement des peptides en hélice B gauche. Aucune autre structure secondaire n’a été observée, ce qui permet
de confirmer que la fibrillation est homogene et qu’elles sont composées seulement de feuillets B paralléles et
de coudes f.

Des études de stabilité pour une LPH de type 11 (SBAFP-m1) ont été réalisées par I’équipe de Cox, montrant

7991 Dans leur cas, le spectre CD reste le méme jusqu’a environ 80°C, alors que nos

des résultats remarquables.|
fibres ne changent pas de spectre méme apres 3h a 94°C. Nous avons, par exemple, déja vérifié que les fibres
se forment aussi en présence de 0,5% SDS. Ces résultats sont donc encourageants, et appellent a tester la
stabilité de nos fibres dans une gamme plus large de conditions (i.e. en présence de trypsine, d’urée ou de

chlorure de guanidinium).

Le Tableau 12 dresse un résumé des résultats obtenus pour chaque technique. Ils sont compatibles avec la
formation d’objets en hélice B gauche, ce qui validerait la conception du peptide. Cependant, la structure n’a
pas pu étre obtenue, et aucune technique spectroscopique ne fournit de preuves qu'il s'agit de ce repliement-la
précisément. Pour cela, nous devons optimiser les conditions en TEM afin d’avoir, pour sir, de fibres
homogenes et bien séparées, afin de réaliser des analyses en Cryo-TEM et déterminer la structure de nos fibres.
Grace a cela et a toutes les techniques déja utilisées, nous espérons pouvoir dresser une « carte d’identité »
spectroscopique de ce type de structure. Ceci qui permettrait, plus tard, d’identifier plus facilement la formation

d’une structure en LBH par des techniques accessibles.
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Tableau 12 : Résumé des informations structurales apportées par chaque technique, pour chaque peptide.

Information apportée par peptide fibrillé
Technique de
caractérisation
35ml 35m2
Fibres amyloides, mécanisme dominé par la nucléation secondaire multiétapes lorsque le pH est augmenté au-dessus
Fluorescence de 7 ; pas d’assemblage a pH acide
dela ThT
Cinétique rapide, pas de phase de latence Cinétique lente, phase de latence
TEM Fibres courtes et agrégées Fibres longues, homogenes et seules a pH > 7.5
Cryo-TEM Diametre de 4-5 nm + périodicité de 30-40 nm
CD Feuillets B Feuillets B
SR-CD Feuillets B paralleles + ? Feuillets B paralleles + ?
SR-LD Alignement possible des fibres
ATR-IR Feuillets B paralleles + coudes Feuillets B paralleles + coudes 8
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4 Séquence peptidique minimale afin de

former une hélice p gauche
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4.1 Introduction

Dans ce chapitre, un peu dans le sens opposé a la stratégie employée précédemment, nous avons voulu
concevoir des peptides de taille minimale permettant de former des hélices B gauche, ou du moins des
assemblages qui en sont proches. Ceci reposerait sur la formation de réseaux de liaisons hydrogene entre les
briques moléculaires permettant de former des édifices plus importants. Avec des peptides trés courts, le
controle d’assemblages supramoléculaires et la formation de cristaux ne sont pas aussi simples qu’avec
certaines molécules organiques par exemple.l'! Ceci est notamment dii aux différentes conformations que
peuvent adopter les acides aminés, et au manque de préorganisation (i.e. interactions intramoléculaires) des
peptides courts.) Aujourd’hui, les avancées technologiques permettent de mieux comprendre ces interactions,

notamment grice a des résolutions bien meilleures.?*

En effet, les peptides et protéines sont composés d’un enchainement de différents acides aminés, constituant
un polymeére naturel via la formation de liaison amide entre les différents résidus. Cet enchainement constitue
le codage de I’information d’une protéine, et s’appelle la séquence primaire. Cette séquence conditionne les
interactions intra-moléculaires que la protéine va pouvoir former, et donc, la formation de structures
secondaires. On y retrouve les hélices a et les feuillets B constituants des structures secondaires trés fréquentes
dans les protéines naturelles. En ce qui concerne I’assemblage de solénoides B & partir de chaines
polypeptidiques, les interactions principales correspondent & celles entre les fonctions amides.* Nous nous
intéresserons plus particulierement aux feuillets B qui sont présents en majorité (avec les coudes ) dans les
objets que nous visons a concevoir. Il est important de noter ici que les feuillets B peuvent adopter deux
conformations principales étant paralléles ou antiparalleles, les plus présentes dans la Nature étant
l'antiparalléle. Comme ce que nous souhaitons construire est des P solénoides, constitués de feuillets 8
paralléles et de coudes P, nous nous attendons a des signatures spectroscopiques caractéristiques de ces types

de repliement secondaire.

A travers ce projet de conception d’hélice p gauche par le biais de peptide de taille réduite, nous visons a
déterminer la taille de séquence minimale permettant de coder I’information pour permettre la formation de

cette structure.

4.2 Contexte

Afin de former des édifices de cette maniére, a partir de petites séquences peptidiques, nous avons
besoin de définir quelques hypothéses de travail. En effet, avec de courtes séquences, la préorganisation due
aux interactions intra-moléculaires (du monomeére) n’a plus lieu. Cela implique alors de prendre en compte ce
parametre lors de la conception de ces peptides. Il faut en conséquence choisir les résidus afin de maximiser

leurs interactions intermoléculaires, mais aussi, les quelques interactions intramoléculaires auxquelles on peut
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s’attendre. Les contributions intermoléculaires permettent de maintenir un réseau de liaisons hydrogene au
travers des feuillets B mais aussi, de former le cceur hydrophobe de I’hélice par association de plusieurs
molécules. Un pas d’hélice est constitué de 18 résidus répartis sur trois faces, donc six par face. Les travaux
d'Iconomidou et collaborateurs montrent que, pour des séquences de six acides aminés, il était tres difficile,
voire impossible de former des hélices B gauche qui soient vraiment fideles a celles retrouvées dans la
Nature.8) Méme si des travaux montre que ces peptides ont des signatures spectroscopiques allant dans le sens

de la formation de LBHs, rien n’indique la formation de celles-ci.l’"!

4.3 Conception des séquences

L’hélice faisant 18 acides aminés de section, il existe de nombreuses possibilités de division de cette
derni¢re. La taille de séquence ne pourra pas étre, dans tous les cas, inférieure a 1/3 de pas d’hélice, car,
I’assemblage étant de section triangulaire, 1/3 de pas constitue 1’unité minimale possible pour former un
triangle. Cependant, il faut garder en téte que nous parlons de séquences étant de cinq résidus, ce qui sous-
entend une trés faible préorganisation, voire nulle, et donc une flexibilité conformationnelle trés importante.
Nous devons alors choisir des peptides qui permettront d’optimiser la formation de mimes de LBHs. Nous
sommes partis de I’idée que si I’on congoit des peptides dont la séquence correspond aux feuillets B de I’hélice,
ces peptides vont trés probablement s’assembler en feuillets orientés dans la méme direction plutét que formant

un triangle. Il nous a alors paru plus judicieux de centrer la séquence sur les parties contenant des coudes 3

(Figure 65). Ces coudes pouvant comporter une proline, en position T, comme 1’a été reporté précédemment
10]

(voir chapitre 1).

a)

Figure 65 : Pas d’une hélice B gauche de type I représenté avec les positions correspondantes a) avant découpage en 3 parties
distinctes, b) apres, la séquence minimale étant entourée en rouge, c) arrangement hypothétique des peptides dans les axes x et y,
I’axe z étant le plus évident en termes d’assemblage (empilement), il n’est pas montré par souci de clarté.

107



Nous avons alors décidé de centrer nos séquences autour de cette proline qui apporte une contrainte structurale
a la chaine principale. Ce qui résulte donc d’une séquence générique de type : f-XXPXX-Am. Ce qui veut dire
que la position supprimée correspond a B, qui, nous pensons, est la position la moins impactante lors de la

suppression pour ces petites unités peptidiques.

Nous avons décidé de choisir une séquence de cinq résidus, ce qui correspond a une face d’hélice moins un
A.A. Ce choix s’explique par le fait que, naturellement, les hélices f gauche sont formées d’une seule et unique
chaine peptidique qui s’enroule sur elle-méme en section triangulaire (Figure 14 de I’intro). Ici, le but étant de
former des mimes de ce type d’édifice, il y aura plusieurs chaines interagissant entre-elles. C’est pour cela que
I’amidation et la formylation ont été réalisées comme précédemment (Figure 29). Nous avons alors choisi
d’appliquer ces modifications a tous nos peptides synthétisés dans cette partie afin d’avoir une séquence de

type Formyle(f)-peptide-Amide(Am).

Nous savons aussi que le cceur hydrophobe est trés important, donc nous conservons les positions qui y
participent, c¢’est-a-dire B, et Bs (Figure 12 de I’introduction). Il est connu que la thréonine participe a une
liaison hydrogéne (avec son groupement hydroxyle et le carbonyle de la chaine principale du résidu en position
i+15 et ’amide i+18 aprés la thréonine), mais aussi au coceur hydrophobe par son groupe méthyle en position
T,. Il reste alors la valine, isoleucine, alanine, et phénylalanine pour la position Bs, et nous avons choisi une
valine car, elle est retrouvée en majorité, et elle n’est pas trop encombrante pour I’intérieur de 1’hélice. Ce qui

donne, pour commencer, une sé¢quence de type f-VXPXT-Am.

11 reste maintenant a trouver les résidus appropriés pour les positions restantes, a savoir By et T». Il est évident
de placer une glycine en Ba, qui se retrouve a plus de 74 % dans les différentes structures (voir chapitre 1).
Dans cette séquence, c’est la position T, qui semble la plus libre, et nous allons la faire varier. Ce choix est
supporté par le fait que les résidus a cette position se retrouvent dans les coudes et pointent entre les hélices, ce

qui permet de favoriser, selon les résidus, les interactions entre les peptides.

Nous avons alors une séquence finale générique f-VGPXT-Am avec en X (T») des résidus tels que L, D, N, E,
H, F, Q. Dans I’hypothése ot ces peptides s’assemblent en mimes d’hélice  gauche, la répétition de la séquence
congue aura pour conséquence d’apporter une forte symétrie au systéme. Nous nous attendons alors a une
symétrie dans les trois directions de I’espace, ce qui revient a la formation d’un cristal. C’est pour ces raisons
que pour les étudier, nous avons décidé de les cristalliser. Les peptides seront nommés par la suite SMx pour
pentamere avec X correspondant au résidu en position T». Une séquence différente a été concue afin de

comprendre 1’influence de la proline en position T;.
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4.4 Propriétés des peptides

4.4.1 Syntheses

Les séquences étant tres petites, il est alors tres facile de synthétiser ces peptides par synthése en phase
solide classique Fmoc/tBu manuelle, et cela sur des échelles importantes au laboratoire. La majorité des
synthéses effectuées sur ces peptides a été réalisée sur des échelles de synthése de 400 umol avec des
rendements finaux de 35 a 75 %. Cela a permis d’avoir de la matiére pour réaliser les analyses par la suite. Ces
peptides ont été analysés par HPLC analytique, et purifiés par HPLC semie-préparative en phase inverse. Des
solutions stocks ont été préparées a 10 et 5 mg/ml de peptide dans I’eau milliQ.

4.4.2 Solubilité

La série de séquences synthétisées a permis de « screener » les résidus a la position X (T») afin
d’observer les différences de propriétés et structures en fonction de [’acide aminé a cette position. L’une de ces
propriétés est la solubilité. Par exemple, la présence d’un acide aspartique a cette position conduit a un peptide
étant peu soluble dans I’eau MilliQ ou dans le tampon A, acide. Dans le but d’en préparer une solution, nous
avons di augmenter le pH au-dessus de 6,5 avec de la soude (i.e. au-dessus du pKa du résidu), qui lorsqu’il est
déprotoné permet sa solubilisation dans I’eau. Un autre peptide a posé des problémes de solubilités, il s’agit de
celui comportant une glutamine et une asparagine (f~-VGNQT-Am), qui aprés déprotection et lyophilisation
formait un hydrogel assez dense, méme en présence d’acétonitrile comme co-solvant. Nous pensons que cela
est dii a la formation d’échelles de glutamines et d’asparagines qui formeraient des réseaux tridimensionnels
stables.!'!l Concernant ce peptide, la purification n’a pas été réalisée et aucune autre analyse que HPLC et LC-

MS a été réalisée.
4.5 Vers une structure en LH ?

S’il s’assemble tel qu’escompté, le systéme congu devrait étre trés symétrique : les trois coins de
I’hélice étant composés de la méme séquence. Ainsi, chaque coin peut étre vu comme celui au ceeur du trimer
d’hélice (Figure 65). Donc, nous nous attendons a ce que ces peptides s’assemblent dans les trois différentes
directions de I’espace, c’est-a-dire, a la formation d’un cristal. La diffraction des rayons X (DRX) nous
permettra d’obtenir la structure de ces édifices. Une autre technique, & ne pas négliger, est la résonance
magnétique nucléaire (RMN) qui peut nous permettre de résoudre leur structure sous forme cristallisée. Elle

peut aussi, confirmer les résultats obtenus par DRX, ou inversement.
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4.5.1 Dichroisme circulaire

Les différents peptides n’ont pas tous été analysés
par des techniques de spectroscopie en solution. Seulement
un, le dérivé avec la leucine (5ML), a été analysé par
dichroisme circulaire. Or, de toute la série, c’est ce peptide
qui s’assemble (cristallise) le mieux, donc nous nous
attendions a ce que ce soit, de toute la série, celui qui est le
plus probablement partiellement replié et/ou assemblé en
solution. Ce n’est pas le cas, donc les autres peptides n’ont
pas été analysés. Le spectre en Figure 66 nous permet
d’observer un minima a 205 nm pour des pH de 7.4 ou 9.
Dans les conditions que nous avons testées, pour ce
peptide, nous I’avons toujours observé non-structuré

(Figure 66). Des concentr ations ¢élevées, jusqu'a 250 uM
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Figure 66: Spectre CD du peptide SML mettant en évidence
la désorganisation de ce dernier en solution.

de peptide dans du tampon HEPES 500 mM a pH=7.4 ainsi que I’utilisation de sel (sulfate d’ammonium) a

concentration élevée (500mM) n’a pas permis 1’observation d’une structure secondaire définie.

Nous avons aussi réalisé, en phase solide cette fois-ci, des spectres de dichroisme circulaire pour déterminer si,

avec les cristaux de peptides obtenus, nous observons des signaux caractéristiques a 1’objet recherché. Ces

expériences ont été réalisées sur la ligne DISCO au synchrotron Soleil.
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Figure 67: Spectre SR-CD (liss¢) du peptide SMn
cristallisé.

Pour pouvoir enregistrer des spectres CD de nos cristaux (du
peptide SMy de séquence f-VGPNT-Am), nous en avons étalé
sur la cellule de mesure en CaF, de maniére la plus homogene
possible, a I’aide d’une pointe de pipette scellée
préalablement. Ensuite la cellule de mesure a été montée sur
I’appareil et trois spectres ont été enregistrés de 170 a 255 nm.
Une moyenne de ces trois spectres a été réalisée afin d’avoir
un meilleur rapport signal sur bruit. Nous pouvons observer la
présence d’une bande caractéristique des feuillets B avec un
minimum a 218 nm (Figure 67), mais pas de signal positif a
200 nm. Il est important de rappeler ici que I’échantillon n’est
pas en solution, mais solide, ce qui peut expliquer les
différences possibles avec une structure secondaire de type

feuillets B en solution.
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4.5.2 Spectroscopie Infra-rouge

Dans la méme optique que dans le Chapitre 2 de 0.10 7 1631
cette theése, de la spectroscopie infra-rouge a été réalisée
pour savoir si les peptides dans les cristaux formés "
adoptent une conformation en feuillets p paralléles ounon, € 0.06-
et si nous avons la présence de coudes B. Pour cela, nous % 1650
avons déposé les cristaux de peptide SMy directement sur <3 004 1680
le diamant de I’appareil et nous avons mesuré le spectre 0,02
ATR-IR. Nous avons di attendre quelques minutes le Cristaux de peptide SM,
temps que les cristaux sechent totalement, et afin d’avoir 00(1 o o = o 0

seulement le signal du peptide cristallisé. Les signaux wavenumber (em™)

obtenus sont caractéristiques des feuillets P, mais Figure 68: ATRAIR de cristaux composés du peptide SM.
antiparalleles avec des maximas caractéristiques a 1680 et

1631 cm™! (Figure 68). Un épaulement a 1650 cm™! suggére la présence de structures désordonnée, pouvant étre
due au peu de peptide restant en solution. Afin de pouvoir confirmer cela, et méme d’avoir des informations
structurales plus précises, nous nous sommes tournés vers d’autres techniques comme la diffraction des rayons

X ou la RMN du solide.

4.5.3 Diffraction des rayons X

La partie de préparation et d’optimisation des conditions de cristallisation en vue d’analyse en DRX a
demandé beaucoup de temps. Au total, plusieurs milliers de conditions de cristallisations différentes ont été
testées avec différents peptides et avec des techniques de cristallisation différentes. Dans cette partie, nous
allons voir comment il a été possible de transférer les conditions d’une technique a une autre, dans le but d’avoir

des cristaux de meilleure qualité, et en plus grande quantité.

4.5.3.1 Cristallogenése en goutte assise

11 s’agit-la de 1la méthode la plus commune pour la cristallographie des protéines. Cette technique de
cristallisation permet de tester rapidement différentes conditions en méme temps car cela est réalisé sur des

plaques multipuits. Les solutions peuvent d’ailleurs étre achetées déja préparées (commerciales). Elle permet
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apprendre, et acheter le matériel

nécessaire pour pouvoir effectuer

ces essais. Nous avons alors acheté Figure 69 : Schéma (du dessus) de la plaque de cristallisation 96 puits utilisée (Hampton
. research) avec la solution du réservoir en bleu et de la goutte de cristallisation en orange,
des screens commerciaux dans un ) yue de face et profil et chemin de diffusion de la vapeur, globalement de la goutte

premier temps (Hampton vers le puits.

Research), ainsi que des plaques de cristallisation permettant de tester 192 conditions sur une seule plaque
(Figure 69 a). L’avantage de commencer avec un screen commercial (i.e. Index, Crystal Screen) est de pouvoir
regarder, dans un large spectre de conditions, le comportement du peptide lors de la concentration de la goutte.
Les plaques de cristallisation que nous avons utilisées sont des plaques permettant de faire de la cristallisation
en goutte assise. Ici, la goutte contenant le peptide repose sur un support (Figure 69 b), et est en équilibre de
vapeur avec la solution du puits, contenant le méme tampon et sel que la goutte, mais plus concentrés. Pour ces
plaques-ci, nous avons déposé, dans le creux de la goutte, 1 pL de solution de peptide (typiquement a 5 ou 10
mg/mL) et 1 uL de la solution du réservoir de cristallisation (50 pL). Le réservoir est notamment constitué de
sels, tampons et autres additifs tels que des polyéthylénes glycols (PEGs) a concentrations et pH différents. La
concentration de ces derniers est donc deux fois plus importante dans le réservoir que dans la goutte. Une fois
le systéme isolé (par un film étanche), les gouttes et le réservoir tendent vers un équilibre de vapeur. C’est
comme cela que, petit a petit, la goutte va se concentrer en peptide, en tampon et en additifs, afin de dépasser
la limite de solubilité du peptide et permettre I’apparition d’un cristal dans les meilleurs cas. Evidemment, le
risque est la diffusion trop rapide de I’eau, qui pourrait amener a la précipitation du peptide, et inversement, si
elle est trop lente, nous pourrions ne pas observer de cristallisation. En fonction de la température, du volume
de la goutte, du réservoir, ainsi que les concentrations en équilibre, nous pouvons controler I’équilibre de vapeur
au fil du temps et ainsi faire cristalliser le peptide lorsque les conditions permettant la formation de cristaux

sont réunies.'*]
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Ce qui se passe dans la goutte peut se

Zone de précipitation résumer dans un schéma qui est représenté

Zoing dasoacliati I v en Figure 70. Comme montré sur le schéma
0ne dc nucication

précédent, le but ici est de contrdler la
diffusion de I’eau de la goutte vers le

réservoir afin de pouvoir arriver lentement
Batch

seedé

au point de nucléation qui va permettre de
13,14

former un cristal.['*'¥ Le principe général

est de concentrer progressivement la goutte

par diffusion de I’eau vers le réservoir.!'! La

. ¥ Zone de métastablilité
concentration de peptide va alors augmenter

Concentration de peptide/protéine

progressivement de la zone de sous

Zone de sous saturation

> saturation (I) ou le peptide est en solution,

Concentration de précipitant traverser la zone métastable (II) pour é&tre

Figure 70: Diagramme de cristallisation d'une protéine/peptide en fonction de dans la zone de nucléation (III) ou le peptide
la technique utilisée (adapté de la refl!?)). s’organisera et s’assemblera petit a petit

pour former des nuclei (Figure 70, fléche rose), et a mesure que les cristaux grandissent, la concentration
diminue, pour retourner dans la zone de métastabilité, voire de sous saturation. Néanmoins, s’il n’y a pas de
nucleus de cristal qui se forme en (III), et si la goutte continue de se concentrer, I’état de la goutte peut aller

dans la zone de précipitation (IV) ou la concentration de peptide va finir par diminuer par précipitation.[1316:17]

Cette technique permet donc de trouver assez rapidement les conditions optimales de concentration de peptides,
et de sels, tampons ou autres composés présents dans la goutte et le réservoir. C’est le principal avantage de la
cristallisation en plaque par diffusion de vapeur, selon le type de plaque utilisée, nous pouvons avoir, pour un
méme réservoir, une, deux ou trois gouttes avec des concentrations en peptides différentes et tester des

concentrations de peptides différentes en paralléle.

Tous les peptides cités précédemment ont été testés sur plaques multipuits avec le test commercial « Index
screen », afin d’identifier les conditions dans lesquelles ils formaient des cristaux dans ces conditions. Cette
expérience permet de tester, qu'avec une seule plaque, un large spectre de conditions, afin de pouvoir
déterminer celles qui sont les meilleures. Elle est donc trés souvent utilisée comme point de départ lors de la
cristallisation en goutte assise ou suspendue.!'® Nous avons premiérement commencé les essais sur le peptide
5M, de séquence f-VGPLT-Am. A partir des solutions de ce peptide & 10 et 5 mg/mL, nous avons réalisé une
plaque de cristallisation avec la solution de cristallisation du test commercial « Index screen » (Hampton
Research) (voir les volumes indiqués précédemment). Ainsi, pour chaque condition, nous avons dépos¢ une

goutte a 2.5 et une autre a 5 mg/mL de peptide. La plaque est ensuite scellée avec un film pour plaque multipuits.

113



Aprés s’étre bien assuré que la plaque est bien Tableau 13 : Conditions pour lesquelles, des cristaux ont été
L. B . obtenus pour le Peptide SML f-VGPLT-Am a 5 et 2.5 mg/mL.
hermétiquement scellée et que toutes les conditions

le soient aussi, la plaque a €été mise a I’abri de la | 0.05 M Citric acid pH 3.5

lumiére a température ambiante. Les premiers 0.05 M Sodium acetate
cristaux sont apparus au bout de 2 jours. Ils trihydrate pH 4.5
ressemblaient a des oursins plutdt qu’a des | 0.05M BIS-TRISpH 5.5 0N Ao

sulfate
monocristaux (Figure 71 a). Les conditions pour | 0.05M BIS-TRIS pH 6.5

lesquelles nous avons obtenu des oursins sont 0.05 M HEPES pH 7.5

multiples comme il est montré dans Tableau 13, ou 0.05 M Tris pH 8.5

seulement les cristaux les plus prometteurs sont

choisis. Nous remarquons que peu importe le pH, le tampon ou la concentration de peptide utilisée, des cristaux
ont principalement été obtenus avec une concentration a 1 M de sulfate d’ammonium.!"”) Nous avons alors
continu¢ avec le tampon qui donnait les cristaux les plus prometteurs. Nous avons aussi refait une plaque avec
les mémes conditions de cristallisation que nous avons mise a 4°C aprés la préparation. Cependant,

contrairement a la plaque réalisée a Tamb, aucun cristal n’a pu étre observé apres 2 mois a 4°C. Nous I’avons

alors sortie et aprés seulement 3-4 jours a T.mp, des cristaux sont apparus, semblant plus denses que ceux
20]

observés dans le cas de la plaque « initiale » (& Tamb seulement) (Figure 71 b).!

Figure 71 : Cristaux de peptide SMr a) Smg/mL, 50 mM HEPES pH=7.5, 1M (NH4)2SO4 & Tamb aprés 2 semaines, b) Smg/mL, 10
mM Chlorure de Calcium dihydrate, 10 mM Chlorure de Cadmium hydrate, 10 mM Chlorure de Cobalt (I1I) hexahydrate, 10% w/v
Polyéthylene glycol 3,0 M (NH4)2SO4 a 4°C pendant 2 mois puis Tamb aprés 1 mois.

A partir de 13, nous avons continué d’affiner les conditions de cristallisation, dans le but d’obtenir des
monocristaux plutét que des oursins. Nous avons essayé d’autres screens comme le « PEG-ION screen » par
exemple mais la formation de cristaux était moins évidente. Nous avons alors choisi de partir de la condition
qui nous paraissait la meilleure et nous avons 1’avons reproduite « manuellement » au laboratoire et avons fait
varier les paramétres autour de cette condition. Il s’agit de la condition avec 2.5 mg/mL de peptide, 50 mM
d’HEPES a pH=7.5 et 1M de sulfate d’ammonium dans la goutte. Autour de cette condition, les concentrations

de peptide et de sels ont été variées plus finement. Une plaque a été réalisée avec une concentration de peptide
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allant de 0.5 a 3.5 mg/mL dans la goutte, pour des concentrations de sulfate d’ammonium de 0.25 a 1 M dans
la goutte, tout en gardant la concentration de tampon HEPES a pH=7.4 fixée a 50 mM. Avec cette plaque, nous
avons réussi a mettre en évidence la rapidité de formation des cristaux, qui ont encore ét¢ des oursins, en
fonction de la concentration de chacun. Les concentrations les plus élevées en sels et peptides formaient des
cristaux les plus rapidement, en 2-3 jours, tandis qu’il fallait jusqu’a 1 mois pour les concentrations les moins
¢élevées. Cependant, dans ce cas, les cristaux étaient plus denses. Les autres peptides ont été testés de la méme

maniére afin de trouver des conditions optimales de cristallisation pour chacun (voir plus bas).

(=

Cependant, la plaque concernant le peptide SMy ayant été faite en juin
2020, la température ambiante a posé¢ un réel probléme lors de sa
préparation. Il a fallu étre trés rapide afin de préparer la plaque (méme
avec une pipette multicanaux) car les premiéres gouttes avaient
commencé a s’évaporer avant la fin, et donc a se concentrer. Ce qui a
amen¢ a observer la formation de cristaux en a peine une heure. Encore
une fois, les oursins formés étaient trés denses et petits. Nous avons
aussi observé |’apparition de trés petites aiguilles, trés fines et isolées.
La plaque a quand méme été mise a incuber a 25°C dans un incubateur

pour plaque (merci a E. Ennifar, de I'IBMC). Nous avons regardé la

plaque toutes les semaines afin de pouvoir suivre la formation des Figure 72: Cristaux de peptide SM en

cristaux. Aprés 3 semaines, nous avons identifié une condition ou les oursins avec aiguilles longues et isolées
. L .. L, . (conditions de cristallisation : 2.5

cristaux étaient plus épais que ceux obtenus précédemment, et aussi  mg/mL, 50 mM d’HEPES a pH=7.4 et

plus isolés. Cette condition correspond a celle déja identifice 1M de sulfate d’ammonium)

précédemment, mais avec une température contrdlée a 25 °C (Figure 72).

Nous avons essay¢ de résoudre ce probléme de différentes manieres. La premiére a été de diminuer
encore les concentrations de peptides dans les conditions déja testées pour ne pas favoriser la formation

d’oursins. La deuxiéme a été I’ensemencement et I’utilisation de gel d’agarose.

4.5.3.1.1 L’ensemencement : apport de nucléi pour optimiser la cristallisation

L’ensemencement correspond a I’ajout de cristaux préalablement obtenus puis broyés dans la solution
de cristallisation fraichement préparée.!l L’ intérét de cette technique est multiple. Premiérement, elle permet
de se passer de I’étape la plus difficile lorsque 1’on veut cristalliser des protéines, a savoir 1’étape de nucléation.

1622231 Ensuite,

En effet, I’aspect stochastique de la nucléation n’est plus présent grace a la présence de nucléi.!
comme vu dans le schéma de la Figure 70, nous n’avons pas a passer par la zone de nucléation, les cristaux
poussent directement a partir de la zone métastable (II) (a des concentrations plus faibles) ce qui devrait mener
a des cristaux de meilleure qualité. Les cristaux ici grandiront directement sur les nuclei apportés
(communément avec un poil, un crin de cheval par exemple) via I’ensemencement et cela permet d’avoir des
cristaux, plus volumineux, et moins polydispersés. Nous avons réalisé ceci en broyant des cristaux que nous

avions obtenus dans une goutte, avec une pointe de pipette scellée, puis nous y avons trempé le crin, qui a
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ensuite été trempé dans les gouttes a cristalliser (préparées dans les mémes conditions que précédemment).
Pour cette technique, nous observons des temps d’apparition de cristaux plus courts qu’habituellement. Par
exemple, dans la condition de référence (2.5 mg/mL, 50 mM d’HEPES a pH=7.4 et 1M de sulfate
d’ammonium) les cristaux sont apparus aprés un jour alors que sans ensemencement, ils sont seulement apparus
apres cing jours en goutte assise. Nous avons alors réalisé une autre plaque en testant de 2 a 3.1 mg/mL en
peptide SM; avec des concentrations de (NH4)>SO4 comprises entre 0.25 et 2 M, et une concentration de tampon
HEPES a pH=7.4 de 50 mM. L’ensemencement a permis de former des cristaux de peptide rapidement, en trois
jours pour les conditions les plus diluées, et en quelques heures seulement, pour les conditions plus concentrées.

Malheureusement, la cristallisation s’est quand méme faite en oursins.

4.5.3.1.2 Influence de I’agarose

C’est pour cette raison que nous nous sommes tournés vers 1’agarose, qui permet la croissance des
cristaux sans mouvements de convection, juste de diffusion, rappelant les conditions rencontrées en micro-

13241 C’est-a-dire qu’ici, qu’une fois que le premier nucleus sera formé (ou apporté), celui-ci reste

gravité.[
immobile, et les autres molécules de peptides vont venir, par diffusion a travers le gel, interagir avec le cristal
en croissance ce qui a pour but de réduire la mosaicit¢ (Figure 70). Nous pouvons alors jouer sur la
concentration du gel d’agarose pour jouer sur la densité du gel et donc modifier la diffusion des peptides.!>”
Ici, I’étape d’ensemencement a été réalisée afin de combiner I’avantage des deux méthodes. Pour préparer ce
type d’échantillon, nous faisons exactement la méme procédure que pour I’étape de préparation avec
ensemencement, mais 1’agarose est ajoutée juste aprés dans la goutte, encore « chaud » pour qu’il soit liquide.
Comme nous avons utilisé de 1’agarose a bas point de fusion, qui fond a 28°C, I’ajout se faisait lorsqu’il était
a 35 °C. La contribution de I’agarose n’était pas prise en compte lors du calcul des concentrations de peptides
dans la goutte car celui-ci n’apportait que de 1’eau qui s’évapore par la suite. Nous avons remarqué que pour
des concentrations de d’agarose de 0.33 % les cristaux mettaient plus de temps a pousser passant de quelques
jours en moyenne a plusieurs semaines, illustrant I’ utilité de cette technique. Mais encore une fois, nous avons

obtenu des cristaux en oursins et pas de cristaux isolés (Figure 72).
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4.5.3.1.3 Applications a d’autres peptides

" . . . [(NH4),50,]
Les conditions de cristallisation des peptides (mol/L)
9

par lesquelles nous avons obtenu des cristaux par 24

(" fVGPDT-AT

diffusion de vapeur en goutte assise sont résumeées par | 75

la Figure 73 que ce soit avec ou sans ensemencement. | .| FeRrTAn

Il est important de préciser ici que les tampons utilisés g ]

sont les mémes pour tous les peptides, 50 mM HEPES

pH=7.4, sauf pour le f-VGPDT-Am qui a été réalisé o

avec 50 mM d’acide citrique & pH=3.5 afin de favoriser 077 e PRI

la protonation du résidu acide aspartique. D’autres 07

peptides ont été testés comme les dérivés f-VGPXT- 0237 >

Am avec X=H, E, Q mais aucun cristal n’a pu étre 65 1 la s B2 3 B0 4 8 ¥ B3 3§ EE f;f:'fi'

obtenu pour ces composés. Les conditions optimales Figure 73: Conditions de cristallisation de différents peptides

pour la diffusion de vapeur par goutte assise sont illustrant leurs concentrations en fonction de la concentration de
, . , précipitant au bout d’un mois d’incubation a T=30°C.
montrées en Tableau 14 pour chaque peptide testé.

Tableau 14 : Conditions optimales de cristallisation pour les 4 peptides les
plus étudiés.

Peptide |Peptide] [(NH),SO,4] Tampon

f-VGPXT-Am (mg/mL) (mol/L) (mol/L)

SMy: X=N 1.5-2.0 0.5-0.75 pH=7.4

SMp: X=F 1-1.5 1-1.25 30 mM
Acide citrique

5Mp: X=D 3-5 1.5-1.75 pH=3.5

50 mM

La forme des cristaux était différente suivant les peptides, le peptide SMy, a tendance a former des oursins mais
avec des aiguilles trés longues et assez séparées. Le peptide SMn forme des oursins compacts de couleur
orangée mais aussi des aiguilles plus larges que le précédent. Les objets orange sont attribués a une formation
trop rapide des cristaux les amenant a étre trop denses. Le peptide SMr forme des cristaux courbés et non
réguliers, qui ont I’air assez amorphes. Enfin, le peptide SMp forme quant a lui seulement des oursins tres

denses en épis. Des photos représentatives sont illustrées en Figure 74.
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Figure 74 : Cristaux des peptides SML (a), 5SMn (b), SMr (c), et 5SMp (d) obtenus suivant les meilleures conditions énumérées en
Tableau 14 (tous les cristaux dans ces intervalles de conditions se ressemblent).
Malgré les toutes les conditions testées et le recentrage autour de celles qui étaient les plus prometteuses, nous
n’avons pas réussi a obtenir des monocristaux qui soient isolés. Dans nos cas, les peptides formaient trop
rapidement des cristaux, ce qui résultait en la formation d’oursins ou d’aiguilles collées. Cela peut s’expliquer
par le fait que la concentration en précipitant requise pour la croissance des cristaux est plus faible que celle
pour la nucléation.*! 11 y a aussi le changement des conditions entre le début de la diffusion de vapeur jusqu’a
la formation de cristaux. Comme montré dans la Figure 70, avec I’évaporation de I’eau de la goutte, la
concentration de peptide augmente progressivement avec celle de précipitant jusqu’a atteindre un seuil ou le
peptide va soit précipiter, si les concentrations sont trop élevées, soit cristalliser lorsque les concentrations le

permettent.

Nous avons alors voulu essayer de controler un peu mieux la formation de ces cristaux en nous tournant

vers une autre technique, la cristallographie en batch ou les concentrations varient trés peu.*”!

4.5.3.2 Diffraction des rayons X sur plaques

11 a donc été possible de « pécher » les cristaux de la plaque a I’aide d’une boucle en nylon et ensuite,
de les tremper dans le Cryo-protectant, qui dans notre cas correspond a la méme condition que la goutte initiale
plus 20 % de glycérol®®. Le glycérol empéche 1’eau du cristal de former de la glace lors de la congélation, ce
qui endommagerait le cristal. Aprés avoir été trempé dans cette solution, le cristal est congelé dans 1’éthane
liquide puis stocké dans I’azote liquide.[*”) L’avantage de passer par la congélation a I’éthane est d’éviter la
formation d’une couche de glace a la surface du cristal, ce qui le rendrait trés difficile a analyser. Un premier

essai de DRX a été réalisé par E. Ennifar (IBMC), mais aucune tiche de diffraction n’a été détectée.
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Plus tard, en collaboration avec C. Sauter (IBMC), la qualité des cristaux a pu étre vérifiée directement sur
plaque de cristallisation sur la ligne de lumiere Proxima-2A (synchrotron SOLEIL). Cela a pu étre réalisé grace
au CRIBLEUR développé sur la ligne et qui permet de faire de la diffraction directement (in sifu) sur les plaques
de cristallisation.?® On nous alors proposé d’essayer cette technique et de participer au développement de la
ligne, leur but étant de déterminer la structure des cristaux de protéines directement sur plaque. Nos cristaux
étant présents en quantités mais de tailles tres limitées, la technique s’y prétait bien, surtout pour pouvoir

observer quels étaient les cristaux qui diffractaient.

Beam stop

-

; ol | \ 1 o
™% Plaque de  @Support pour plaque
eristalfisation interchangeabl CSSGE

Figure 75 : Montage du cribleur pour la diffraction des rayons X in situ en plaque.

Les cristaux de protéines pouvant étre tres difficiles a obtenir, surtout de bonne qualité et de taille convenable
pour réaliser une DRX dessus, le cribleur peut aider en cela. Cette technique a aussi pour avantage de se passer
de I’étape de péche et de congélation des cristaux, lorsque ceux-ci résistent a température ambiante aux rayons
X.

Le montage est trés simple, la plaque est placée sur un porte-plaque, porté par un bras robotisé qui remplace le
goniométre classique (Figure 75).*! Nous avons irradié aux rayons X nos cristaux a travers la plaque, pour les
conditions ou ils étaient les plus homogenes et isolés. Nous avons observé que certaines aiguilles ne
diffractaient pas ou trés peu (Figure 76).13?! Cela est probablement dii a différents paramétres qui sont la qualité
du cristal, avec des défauts présents ou non, la taille de celui-ci et I’angle d’analyse. En effet, lors d’une analyse
classique en cristallographie, le cristal est placé sur un goniométre qui va permettre de faire des rotations sur le
cristal, pour collecter des taches de diffraction.**! Or, ici la rotation est limitée par la plaque elle-méme a 45°
d’amplitude, nous ne pouvions donc pas voir les autres plans comme en analyse classique avec un goniometre
(Figure 75).
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Figure 76 : Gauche : photo d'une aiguille de peptide SML et endroit ou les rayons X ont été tirés (croix rouge). Milieu et droite :
clichés de diffractions correspondants montrant la mosaicité.
Lorsque nous avons passé un cristal en analyse avec le cribleur a température ambiante, nous avons observé
des taches de diffraction selon I’orientation de celui-ci. L’axe principal de diffraction a toujours été dans la
direction perpendiculaire a I’axe de 1’aiguille, indiquant un réseau cristallin dans la longueur du cristal.
Cependant, le gros probléme que nous avons eu est la mosaicité. Les grains du cristal ne sont pas tous orientés
dans la méme direction, ce qui est di a des défauts entre ces grains causant des orientations différentes, ce qui
donne une superposition de sets de taches de diffractions. A partir de cela, il est trés difficile d’indexer les

points pour en obtenir la structure car en réalité il y en a deux au minimum (Figure 76).54

4.5.3.3 Cristallogenése en micro-batch : a la recherche de cristaux de meilleure
qualité

Ce type de technique de cristallogenéese permet de cultiver des quantités de cristaux plus importantes
qu’avec la technique en goutte assise. Elle permet aussi d’obtenir des cristaux plus gros qu’en goutte assise,
qui souvent est limitée par le volume (1 a 2 pL) alors qu’en batch on peut atteindre, dans notre cas 6 pL.[26333¢]
Dans ces plaques, on prépare des réservoirs ou les peptides, tampons, sels/précipitants sont directement
mélangés, puis recouverts d’huile de paraffine (Figure 77). Le volume reste fixe tout au long de I’expérience,
la concentration de peptide ou sel ne change pas jusqu’a la cristallisation (Figure 70). Ce qui ménerait a la
formation de monocristaux, plus gros que nos cristaux obtenus par diffusion de vapeur. Cependant, cela
implique de connaitre un minimum les conditions de cristallisation afin de se mettre dans des conditions de

sursaturation de I’objet & cristalliser. Enfin, aprés avoir trouvé les bonnes conditions de cristallisation de nos
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peptides, nous pouvons facilement faire des quantités beaucoup
plus importantes par transfert des conditions du réservoir de
cristallisation (généralement, 6-7 puL de solution) a des
réservoirs comme des tubes allant de plusieurs centaines de uL
a 1 mL. Pour finir, I’étape d’ensemencement est ici beaucoup
plus facile et nous avons la possibilit¢ de réaliser de
« I’ensemencement en série » qui correspond a ensemencer des
réservoirs successivement avec le méme crin. Le grand avantage
de faire ceci est de diluer le nombre de nuclei apportés dans

chaque réservoir, dans le but d’éviter une cristallisation trop
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Figure 78: Schéma d'une plaque de cristallisation
en batch réalisée avec des ensemencements en
série, a partir de cristaux broyés et dilués en
cascade. Le sens de « I’ensemencement » est
indiqué par une fléche rouge et au bout de 21 jours
les conditions cristallisées sont montrées par une
marque noire. Les réservoirs contenaient des
mélanges de 1 a 5 mg/mL de peptide 5Mr, | M
(NH4)2S04, 50 mM HEPES pH=7.4 a 30°C.

Figure 77: plaque de cristallisation batch 60 puits et
compositions utilisées en sursaturation.

Le protocole que nous avons appliqué est trés simple. Nous avons
préparé les solutions stocks de peptides, de tampons, et de sels,
que nous avons mixés dans le réservoir afin d’obtenir un volume
total de 6 puL. Nous avons ensuite ensemencé, ou non, les
réservoirs puis les avons recouverts d’huile de paraffine (4 uL)
afin d’éviter I’évaporation de I’eau. Le volume ajouté correspond
au volume nécessaire d’huile afin de ne pas avoir d’évaporation
de I’eau, le puits pouvant contenir 10 uL. au maximum. Nous
avons utilisé cette technique sur le peptide SMy dans le but
d’identifier les conditions optimales ou le peptide cristallise de
maniére réguliére, idéalement sans former d’oursins. Dans la
plaque réalisée en Figure 78, les conditions utilisées sont proches
de celles identifié¢es précédemment. Des cristaux ont été€ obtenus
pour la premicre plaque réalisée mais en oursins, comme
précédemment. Nous avons alors diminué les concentrations de
peptide et ensemencé les gouttes pour réduire la formation
d’oursins, mais nous en avons quand méme observé (dans un laps
de temps plus long). De plus, le suivi au cours du temps nous a
permis de savoir quand la croissance s’arréte, ce qui veut dire que
la concentration en peptide restante en solution a diminué
jusqu’atteindre la concentration de saturation. En Figure 79, est
montrée 1’évolution du contenu du puits F4 (plaque en Figure
78). Nous avons observé que la croissance des cristaux s’est
stoppée au bout de 13 jours. Encore une fois, on observe d’abord

la formation d’aiguilles longues et, petit a petit, d’autres viennent
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se « coller » a elles, ou poussent directement a partir de celles-ci, formant des épis. Par cette technique il est
alors difficile de contrdler la formation d’aiguilles seules, sauf, si avant la formation d’oursins, les cristaux sont
récupérés pour analyse. Nous avons alors tenté les conditions de cristallisation avec du gel d’agarose a 0.33 %
comme précédemment. Pour les conditions ot nous réussissions a obtenir des cristaux, ils avaient toujours la

méme forme, mais leurs apparitions étaient retardées.

s

Figure 79 : Avancement au cours du temps, de la formation de cristaux en batch pour le puits F4 reporté dans la Figure 78 a a) 8 ; b)
10;¢)11;d) 13 ; ¢) 21 jours.

A partir de ces résultats, nous avons voulu essayer de transférer les conditions ou les aiguilles obtenues
étaient les plus réguliéres, volumineuses, par la cristallisation en grande échelle, directement en tube dans le

but de les analyser par RMN du solide.

4.5.3.4 Cristallogenése en tube

4.5.3.4.1 Production de cristaux en grandes quantités

Figure 80 : a) Montage expérimental de diffusion de vapeur pour de grandes quantités de peptides ; b), ¢) Tubes contenant des
cristaux apres 2 semaines d’incubation pour le peptide SML ; d) SMn ; 1 mois pour le peptide e) SMr et f) SMp. Tous les tubes ont été
ensemencés et les conditions sont résumées en Tableau 15.

L’analyse par RMN du solide demandant de grandes quantités de cristaux, la technique en batch n’est
plus suffisante, nous nous sommes donc dirigés vers la cristallisation en tube. Cette technique est proche de
celle de la cristallisation en goutte assise car la solution contenue dans le tube sera en « équilibre » de vapeur
avec une solution de sels. Cependant, il y a plusieurs différences. Les quantités de peptides utilisées sont
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beaucoup plus importantes, pour en avoir en quantité (de 1 a 5 mg de peptide pour chaque tube). La solution
de sels utilisée dans le réservoir, contrairement aux plaques, est une solution saturée de sulfate d’ammonium,
connue pour son hygroscopie importante.'” Cela nécessite de vérifier tous les jours 1’évolution de la
cristallisation. Les conditions de départ utilisées pour chaque peptide sont les meilleures précédemment
identifiées en batch. Le montage est trés simple a mettre en place, mais ne peut servir que lorsque les conditions
ont déja été optimisées. Il consiste a mettre un ou plusieurs tubes de 1.5 4 2 mL contenant la solution de peptide,
sel, tampon et ensemencement éventuel qui sera concentrée progressivement grace a une solution de sulfate
d’ammonium saturée (voir Figure 80). Les tubes sont tenus avec un portoir en polystyréne au milieu de la
solution saturée de sulfate d’ammonium et mis a incuber dans une cuve classique pour chromatographie sur
couche mince (CCM) a 30°C pour observer des cristaux en deux semaines. Ici, tous les tubes ont été
ensemencés avec des cristaux broyés de chaque peptide. Via cette technique de culture de cristaux en grande

quantité dont les conditions sont résumées en Tableau 15.

Tableau 15 : Conditions optimisées pour la croissance de peptides en grandes quantités.

. [Peptide] [(NH,),SO,4] Tampon

Peptide (mg/mL) (mol/L) (mol/L)

5M;: f-VGPLT-Am 5 1 HEPES

5My: f-VGPNT-Am 1.5 1 pH=7.4

5M;: £-VGPFT-Am 1 1.2 S0 mM
Acide citrique

SMp: f-VGPDT-Am 4.6 1.5 pH=3.5

100 mM

4.5.3.4.2 Préparation de cristaux optimisés pour la DRX

Ici, nous cherchons a avoir des cristaux de bonne qualité pour la diffraction de rayons X. Ceci requiert
de bien connaitre les conditions de cristallisation via diffusion de vapeur. L’ensemencement par des cristaux
de tres petite taille en suspension tres diluée (Figure 78) est trés important. Cela a été fait seulement pour le
peptide SMy, c’est celui que nous avons le plus étudié et ot I’on connait le mieux son comportement. A partir
des conditions optimales reportées en Tableau 14, pour 100 pL, nous avons choisi une concentration de peptide
initiale de 3 mg/mL, 50 mM HEPES pH=7.4 et 1 M (NH4),SO4 pour la solution dans le tube et deux fois plus
concentrée en tampon et sel dans le pilulier (ImL). Le tube a été ensemencé avec des cristaux broyés et dilués
précédemment et le pilulier a été scellé avec un bouchon et du parafilm puis incubé a 30°C. En deux semaines,

les premiéres aiguilles sont apparues longues et isolées (ci-dessous).
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Figure 81 : a) Montage expérimental ; b) aprés 1 semaine ; cristaux de peptide SML aprés c) 2 semaines et apres d) 5 semaines.

C’est a ce moment-la que nous avons sorti le tube et nous I’avons fermé pour ralentir la croissance et favoriser

la formation de longues aiguilles, sans concentrer plus pour éviter la formation d’oursins (Figure 81).

Pour les conditions résumées dans le Tableau 13, I’influence de I’ensemencement, de la présence d’agarose

mais aussi de la séquence a changé le temps de cristallisation (Tableau 16).

Tableau 16 : Tableau récapitulatif des conditions testées pour le peptide SMn en tube,

] Temps de
Peptide [Peptide] [(NH4)2]S/O4]tuhe [(NH4)ZS](/)4]pilulier Tamp;)/ntube Tampoll;];:ﬂulier Agamsepﬂuﬁer cristal:)isation
(mg/mL) (mol/L) (mol/L) (mol/L) (mol/L) o) (semaines)
3.0 1 2 2
SM; 3.0 1 HI];:E7EE HEPES pH=74 0.6 >
f-VGPLT-Am : 1;0 iy 100 mM :
1.5 1 2 m 6

4.5.3.5 Résultats de diffraction

La collecte des données de diffraction ainsi que le traitement des données ont principalement été faits
par Claude Sauter (IBMC, Strasbourg) et ses étudiants, Kevin Rollet et Petr Pachl, sur la ligne Proxima-2A du
Synchrotron SOLEIL. Les structures ont été obtenues pour le peptide f~-VGPLT-Am (5My), a partir des cristaux
avec les conditions de la ligne 1 ci-dessus et le peptide f-VGPNT-Am (5My), a partir des cristaux de la
condition de la ligne 2 du Tableau 15, avec des résolutions respectives de 0.95 A et 0.87 A (voir ci-dessous).

Plus tard, nous avons obtenu des cristaux, plus gros en aiguilles (Tableau 16, ligne 3 et Tableau 15), qui ont été
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analysés en République Tchéque. Les structures obtenues ont été les mémes que celles obtenues juste avant,

avec de meilleures résolutions.

11 est & noter que nos cristaux, dans leur plus petite dimension (section), sont de quelques um seulement.
Ce qui fait que la ligne Proxima-2A (synchrotron Soleil) était particulierement adaptée a leur analyse puisque

la taille du faisceau y estde 10 x 5 um.

Les données concernant les paramétres cristallographiques sont données en Annexe 9.

4.5.3.5.1 Structures obtenues

Les structures obtenues pour les cristaux, différentes d’un peptide a I’autre, ne révélent pas
d’assemblage rappelant les hélices B. Ceci permet déja de dire que le design de 5-mers n’est pas suffisant pour
former des assemblages moléculaires mimant le repliement voulu (Figure 82). Les deux structures sont certes
différentes, mais forment toutes les deux des feuillets B paralléles, orientés dans le sens perpendiculaire des

aiguilles.
a) . Y)&k b)

Figure 82 : Arrangements des peptides dans 1’espace pour a) f-VGPLT-Am et b) f-VGPNT-Am résolus par DRX (vue de dessus).

4.5.3.5.2 f-VGPLT-Am

Le cristal formé par ce peptide contient une molécule d’eau par peptide, ce qui est trés peu comparé a
la quantité d’eau dans les cristaux de protéines en général, et qui peut comporter jusqu’a 70 % d’eau (Figure
82 a).*% Ici, I’eau représente environ 3.6 % du cristal, et est expliquée par un assemblage trés compact du
peptide. Les groupements formyle (en N-ter) et amide (en C-ter) sont retrouvés, comme attendu, impliqués
dans des liaisons hydrogéne chaine principale-chaine principale (Figure 83). La conformation qu’adoptent les
peptides afin de diminuer 1’énergie du systeme est de former un cceur hydrophobe entre 2 unités identiques

orienté en sens opposé, ce qui ne correspond pas a ce qui était initialement souhaité. Nous pensons ici que
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I’isoleucine dans la séquence est un résidu avec une
hydrophobicité trop élevée pour étre compatible, dans
notre design, avec la formation d’assemblage de trois
peptides s’autoassemblant. L’angle formé par la proline
ici est d’environ 88° et adopte une conformation cis
alors que les structures naturelles d’hélices p gauche de
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type 1 adoptent une conformation trans.® Nous

remarquons également que les superpositions de

feuillets B ne sont pas équivalentes suivant I’orientation
des chaines peptidiques. 11 y a 2 conformations
présentes dans le cristal, la I lorsque les chaines
latérales des valines et leucines pointent vers le haut Figure 83: Résean de liaisons hydrogéne formé par a) le
dans la Figure 82, et la IT lorsqu’elles sont orientées vers formyle et b) I’amide.

le bas.

4.5.3.5.3 f-VGPNT-Am

Contrairement au peptide précédent, celui-ci ne
contient aucune molécule d’eau dans sa structure
cristalline (Figure 82 b). Ici aussi on retrouve le formyle
et I’amide C-terminal dans les interactions chaine
principale-chaine principale (Figure 84). Nous avons
aussi remarqué que la chaine latérale de I’asparagine
fait une liaison hydrogéne avec un amide d’une chaine
principale en face, ce qui renforce la cohésion de
I’assemblage des peptides. L’autre différence, par

rapport & I’autre peptide, est I’angle formé par la proline

d’environ 105° et est de configuration trans, ce qui est

compatible avec le coude dans les hélices § gauche. Figure 84 : Réseau de liaisons hydrogéne formé par a) le
formyle et b) I’amide.

4.5.4 RMN du solide

Cette technique est trés avantageuse car elle nous permet de corréler directement, par observation des
signaux du carbone, les interactions entre les chaines principales (i.e. amides) mais aussi entre les chaines

39,40

latérales du cceur hydrophobe par exemple par corrélation entre les protons et carbones.’* Ayant des
microcristaux, 1’échantillon est homogéne (i.e. ils sont orientés dans toutes les directions) et les peptides ont
tous la méme conformation dans I’espace (puisque ce sont des cristaux). Afin de s’affranchir des contributions

anisotropiques de 1’échantillon, 1’analyse est réalisée en rotation a ’angle magique (MAS). Cette expérience
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demande une quantité assez importante de peptide cristallisé (cf. 4.5.3.4.1) : plusieurs dizaines mg de cristaux
de peptides. Il est important d’en avoir une quantité suffisante afin de remplir le rotor (pour avoir un signal
intense). Et afin de ne pas en avoir en solution, qui seraient dans des conformations libres et non verrouillées
comme dans les cristaux, ce qui polluerait le signal, les cristaux ont été rincés (aussi pour enlever les sels) puis
séchés par capillarité avec un papier absorbant. Ces analyses ont été effectué¢es en collaboration avec P. Bertani
du Laboratoire de biophysique des membranes et RMN.

La résolution des signaux en analyse de polarisation croisée couplée a la rotation a ’angle magique
(CP-MAS) s’est avérée trés bonne avec des pics bien définis (Figure 85 a). Les résultats montrent un
arrangement des peptides en feuillets B avec les déplacements chimiques des carbones *C appartenant aux
groupes amides. Une analyse en FSLG-HETCOR 'H -"*C (Frequency switch Lee-Goldburg HETeronuclear
chemical shift CORrelation) a été réalisée afin de voir les corrélations entre les résidus (Figure 85 b). Ce travail
préliminaire montre qu’il est possible d’observer nos peptides sous forme cristallisée et que leurs structures
sont homogénes. Malgré une bonne résolution en CP-MAS, le marquage des peptides *C et N sera nécessaire
afin de pouvoir corréler les résidus entre eux. C’est particulieérement le cas pour les chaines latérales, qui nous
permettraient de déterminer les distances entre les différents résidus du cceur hydrophobe par exemple ou

encore en fonction de leurs expositions au solvant.[*!:4?]
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Figure 85 : a) Spectre CP-MAS, b) Spectre FSLG-HETCOR 'H -3C (Abondance naturelle) du peptide SML.

4.6 Conclusion

L’objectif de cette partie a été de tester s’il était possible de former des mimes de LPHs par
autoassemblage d’unités peptidiques de taille trés réduite (Figure 65). Le design de séquences de pentaméres
n’a pas permis d’encoder la formation de mimes d’hélice B gauche. Le criblage et I’optimisation des conditions,
via différentes méthodes, a permis d’obtenir deux structures cristallographiques, pour les peptides SMret SMy
de séquence générique de type f-VGPXT-Am (X=L, N) nous permettant de confirmer I’hypothese faite lors de

la conception concernant le réle du formyle. Son réle comme contribution supplémentaire permettant la
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continuité d’un réseau de liaisons hydrogene chaine principale-chaine principale a été confirmée. Néanmoins,
au vu de I’assemblage obtenu pour les deux peptides, nous n’avons pas pu attester de la pertinence de choisir
une séquence de 5 A.As qui correspondrait a 1/3 de pas d’hélice, puisque ces peptides n’ont pas formé
d’assemblage rappelant ces LBHs. Nous voyons également que notre design permet de former, sous forme
cristalline, des feuillets B paralléles qui sont moins stables que les antiparalléles.** Le coude B est bien présent
avec la proline en milieu de séquence méme si la conformation cis n’est pas celle attendue. Les deux résidus
en B; (valine) et B, (thréonine), censés étre orientés du méme co6té afin de former le coeur hydrophobe avec 2
autres peptides, se retrouvent en fait orientés de maniére opposée. Un cceur hydrophobe est formé pour le
peptide SM1 mais entre 2 unités, et non 3, de plus, la leucine, en position T, est censée se retrouver vers
I’extérieur et non vers I'intérieur de I’hélice. La thréonine ne forme aucune interaction avec d’autres peptides,

elle forme, a la place, une liaison hydrogéne avec une molécule d’eau.

Mais en ce qui concerne les autres peptides, nous n’avons pas pu avoir de bons cristaux qui puissent étre
exploités convenablement. Nous pouvons mentionner que des clichés de poudre ont été réalisés pour les
peptides SML, SMn, 5Mp (Figure 86). Ces clichés pourront nous permettre par la suite de vérifier la structure

du peptide SMp en le corrélant avec les autres obtenus via une collaboration avec des spécialistes du domaine.

Les résultats en RMN du solide décrivent également une structure en feuillets B, ce qui confirme la
structure obtenue en DRX. Par la suite, cette technique peut permettre, si les cristaux obtenus ne sont pas de
qualité suffisante pour la diffraction des rayons X, de déterminer la structure des peptides obtenus que ce soit
en solution ou sous forme cristalline. I serait judicieux de réaliser une expérience de cristallisation in situ afin

de voir la variation des signaux.

Figure 86 : Clichés de poudre du peptide SMbp (a) et SML (b).
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Le projet de thése, dans son ensemble, a pour but de concevoir des peptides pouvant se replier et
s’autoassembler en hélice B gauche de type 1 (LBHs). Ils pourront plus tard servir de « briques ¢lémentaires »
pour la conception de métalloenzymes artificielles multisites. Pour se faire, ce projet s’est scindé en trois
parties. Le chapitre 1 traitant de I’analyse des protéines adoptant un repliement en hélice p gauche de type I, un
type particulier de solénoide B, afin de mieux comprendre la relation séquence-structure de ce repliement. Le
second chapitre est axé sur la conception de peptides, a partir des résultats du chapitre 1, comme briques de
base pouvant former des fibres de LBHs par autoassemblage afin de former des édifices stables. Enfin, le
chapitre final de ma thése s’articule autour de la recherche de la séquence peptidique minimale permettant de

former une structure rappelant I’hélice B gauche.

Afin de concevoir des peptides susceptibles de se replier en LBHs, nous avons étudié, dans un premier
chapitre, les structures cristallographiques des protéines adoptant ce repliement. Celui-ci a déja fait I’objet
d’études, mais avec des limites que nous pensons importantes pour sa compréhension : notamment le fait de
considérer chaque hélice comme un objet isolé. En effet, la particularit¢ de ce repliement est son
autoassemblage sous forme de trimére, qui est retrouvé dans quasi toutes les structures naturelles. Nous nous
sommes alors proposé d’étudier les LBHs non plus comme objets seuls mais comme objets trimériques, ce qui
a pour conséquences de considérer les trois faces (hexades) de chaque hélice comme différentes. Nous nous
sommes aussi rendu compte, lors de I’étude, qu’il y avait différentes parties au repliement. Nous avons identifié
trois différentes parties qui nous ont semblé importantes, le premier tour apres le bouchon du N, les tours

canoniques ainsi que le dernier tour avant le bouchon Cir.

Les trois différentes hexades du repliement ont permis de mettre en évidence le fait que, en plus de I’importance
du réseau de liaisons hydrogéne formé par les feuillets 8 et le ceeur hydrophobe, la distribution est différente
selon la face sur laquelle les résidus sont. En effet, une est exposée au solvant (/1) alors que les deux autres
faces se font mutuellement face (I) et (I1I). Ce qui entraine une répartition de résidus plutot polaires sur la

premiere, comparée aux deux autres.

Les trois parties du repliement ont permis de mettre en lumiére le caractére nucléant du premier tour apres le
bouchon Ni. Dans ce premier tour, nous avons identifi¢ des motifs renforgant le repliement par interactions
entre les différentes chaines latérales et principales, comme la séquence aspartate/histidine-proline-
sérine/thréonine dans les coudes . C’est aussi dans ce premier tour que la proline, identifiée précédemment
comme importante au repliement, est présente en majorité comparé aux autres parties. Les tours les plus
réguliers ont des motifs structuraux permettant la consolidation du repliement, par I’intermédiaire d’échelles
d’asparagines par exemple. C’est aussi dans ces tours que I’interface entre les hélices est la plus importante.
Elle est caractérisée par des interactions au centre du trimere d’hélices, comme des empilements © ou des
échelles d’asparagines, ayant pour role de garder I’assemblage trimérique. La derniére partie est le tour avant
le bouchon C,. Ce tour a pour role de stopper le repliement en LBH, tout en ne déstabilisant pas le reste de la

structure. Pour cela, il repose sur des suppressions de résidus afin de stopper la continuité du réseau de liaisons
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H mais aussi sur la présence de proline a une position qui avait été reportée comme non-compatible avec le
repliement en LBH, la position B4. Celle-ci, étant perpendiculaire a la chaine principale, prévient I’empilement
d’autres feuillets. Nous avons aussi remarqué que la grande majorité des structures étudiées se terminaient par
un bouchon formant une épingle B commengant toujours par la méme hexade. Ce motif a été étudié pour

comprendre son role de masque du ceeur hydrophobe, gardant le repliement solidaire.

A partir des analyses effectuées, des motifs structuraux de nucléation et de terminaison ont été identifiés en
fonction des différentes faces des hélices, suivant leur position dans le trimére, et des parties. Tout cela a servi
a construire un tableau de matrice 3 x 3 (hexades) dont le but est de servir comme outil pour la conception de
protéines et protéines se repliant en LBH.

Ce tableau a d’ailleurs servi a concevoir un peptide long de 59 acides aminés. Ce peptide correspond a trois
pas d’hélice, un tour N, un tour canonique et un tour Cer auxquels il faut ajouter des motifs de bouchon,
notamment celui en épingle B. La structure de ce peptide a été modélisée et le repliement est bien celui d’une
LBH. Mais nous n’avons pas encore obtenu la structure expérimentale. De plus, a cause de sa longueur, ce
peptide n’a pas pu étre obtenu avec une pureté satisfaisante. Des essais de cristallisation ont été réalisés, mais
aucun n’a mené a des cristaux pour le moment. Nous avons cependant pu apprendre, avec les analyses en
dichroisme circulaire au synchrotron, que la structure secondaire passe de pelotes statistiques a feuillets {3

lorsque 1’on augmente la température, et cette structure reste stable dans le temps.

Le second chapitre de ma thése est axé sur la conception rationnelle de peptides se repliant et
s’assemblant en fibres d’hélices P gauche. En se basant sur I’outil développé lors du premier chapitre, deux
séquences ont été congues. Basée sur les travaux précédents, la taille des séquences congues correspond a deux
pas d’hélice afin d’avoir une certaine préorganisation du peptide, facilitant son repliement et son assemblage.
Ensuite, la séquence a été optimisée pour la formation d’hélice B gauche, et surtout des assemblages
trimériques, par différentiation des trois faces de I’hélice. La formylation et [’amidation des extrémités du
peptide ont été faites dans le but de garder un réseau de liaison hydrogéne régulier malgré la suppression d’un
acide aminé. Enfin, nous avons pensé la séquence du peptide de maniere a contrdler son autoassemblage par le
pH. C’est pour cette raison que deux histidines ont été placées en position T2 de la face (I11) de chaque hélice,
pointant vers I’intérieur du trimére. A partir de cela, deux peptides ont été congus, 35m1 et 35m2. Ce dernier

est un mutant du premier, avec trois mutations, possédant une charge globale plus élevée.

Ceux-ci ont été produits classiquement (SPPS) et caractérisés par différentes techniques. Cette approche
multitechniques nous a permis d’avoir une corrélation entre les différentes analyses et de déterminer s’il y a ou

non des incompatibilités entre elles, qui seraient signe que le repliement attendu pourrait ne pas étre le bon.

Le premier moyen de caractérisation de I’autoassemblage formé, accessible au laboratoire, est la fluorescence
de la thioflavine-T. Ce marqueur de fibres amyloides nous a permis d’étudier, pour les deux peptides, les

mécanismes d’assemblages mais aussi de déterminer que les autoassemblages sont de type amyloide. Cela a
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été réalisé a différentes concentrations et pH, et nous avons pu remarquer que les cinétiques d’assemblages des
deux peptides 35m1 et 35m2 sont bien différentes. Le peptide 35m1 ne montre pas de phase de latence, alors
que 35m2 si. Cette phase de latence correspond généralement au temps nécessaire a la formation des nucléi. Il
semble que pour 35m1, ce phénomeéne soit trés rapide, peut-Etre grace a la forte préorganisation du peptide.
Nous avons confirmé qu’a pH acide, il n’y a pas d’assemblage, et que dés que le pH est monté, au-dessus de
7.5, I’autoassemblage se fait. Ces résultats sont compatibles avec la conception initiale, notamment avec les
histidines, qui déprotonées, permettent 1’autoassemblage. Nous avons pu aussi émettre ’hypothése que
I’autoassemblage de ces deux peptides se fait par un mécanisme dominé par une nucléation secondaire

multiétapes, ce qui serait compatible avec la formation de triméres d’hélices.

Nous avons observé la morphologie des deux peptides par microscopie électronique a transmission afin de
savoir si nous avions bien des fibres et si leurs tailles et diamétres étaient compatibles avec la structure
trimérique attendue des fibres. Les deux peptides ont des morphologies différentes avec des fibres plutot courtes
et agrégées pour le 35m1 et plutot longues et isolées (méme s’il y a quelques agrégats) pour le 35m2. C’est
pour cela que nous nous sommes concentrés sur le peptide 35m2 optimisé pour lequel nous avons optimisé les
conditions d’incubation afin de pouvoir réaliser des grilles en Cryo-TEM pour avoir des informations
structurales (et par la suite la structure). Nous avons pu déterminer que les fibres seules formées sont
compatibles avec la formation de triméres d’hélices par leur diamétre. Les conditions d’incubations restent a
optimiser pour des analyses plus poussées en Cryo-TEM, mais nous avons vu que les trois mutations jouent un
role crucial dans I’assemblage et la conception est compatible avec le fait que les charges apportées repoussent

les autres hélices, les empéchant de se « coller ».

Afin d’investiguer la structure secondaire des peptides dans les fibres, nous avons réalisé des analyses de
dichroisme circulaire (SR-CD). Nous avons observé, pour les deux peptides, des spectres caractéristiques de
structures secondaires en feuillets B (paralléles) ce qui est compatible avec le repliement et I’autoassemblage
attendu. Nous avons remarqué des différences dans les spectres pouvant étre dues a des angles de torsions des
feuillets B différents. Nous n’avons pas observé de signal correspondant a la présence de coudes B par cette
technique. La contribution au spectre CD des fibres a pu étre vérifiée apres fibrillation par centrifugation des
fibres, montrant que les fibres contribuent, en trés large majorité au signal alors que la quantité de peptide en
solution est négligeable. Des incubations a des températures identiques a celle de la TEM ont été réalisées
directement dans la cuve démontrant le repliement/assemblage partiel des peptides, probablement di au
manque d’agitation, qui peut étre compensé par une élévation de la température. Nous avons pu confirmer la
robustesse de I’assemblage formé par incubation des fibres a des températures élevées, sans changement du
spectre CD. Comme en TEM, des incubations dans le SDS et en présence de sels montrent la formation de

feuillets B. Le dichroisme linéaire (SR-LD) a révélé un alignement des fibres possible dans 1’échantillon.

La derniére technique que nous avons utilisée pour caractériser nos assemblages est la spectroscopie
InfraRouge (ATR-IR). Toujours dans I’optique de confirmer les résultats des autres techniques, nous avons pu

confirmer la présence de feuillets B paralléles en addition aux coudes 3, que nous n’avions pas observés en CD.
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Les deux peptides 35m1 et 35m2 montrent des signatures identiques, signe que les structures secondaires sont

les mémes, pouvant indiquer un repliement des peptides égaux.

Les caractérisations réalisées sont toutes compatibles avec le repliement en LBH mais sans aucune certitude,

c’est pour cela que des analyses supplémentaires doivent étre réalisées afin d’étre stir de la structure.

Le dernier chapitre de ma thése correspond a la recherche de la brique minimale pouvant former des
mimes d'hélice B gauche. Pour cela plusieurs séquences de cing acides aminés ont été congues (5My) et
produites. Nous sommes partis d’un pas d’hélice que nous avons coupé en trois parties puisque I’hélice est de
section triangulaire. Les peptides congus correspondent a une partie de feuillet § ainsi que le coude B que nous
pensons important de former avec un peu de préorganisation comme c’est le cas avec la proline qui induit un
angle de torsion. Nous avons cristallisé ces peptides en vue d’analyse en DRX pour obtenir la structure et
observer comment ces peptides s’autoassemblent. Plusieurs techniques de cristallisation ont été utilisées
comme la goutte assise, la microbatch avec et sans ensemencement/agarose. Nous avons aussi développé une
méthode de cristallisation pour avoir des cristaux en quantités importantes pour des analyses en RMN du solide
et des cristaux les plus gros possibles pour la DRX. A partir de cristaux en oursins, aprés plusieurs étapes
d’optimisation, nous avons pu obtenir des cristaux assez gros et homogeénes pour en obtenir la structure. Les
structures ont été résolues pour deux peptides, montrant I’autoassemblage en feuillets p paralleles, ne formant
donc pas de LBHs comme attendu. Les briques n’étant surement pas suffisantes pour encoder I’information
nécessaire a la formation de ce type de structure. Nous avons cependant pu confirmer la contribution du formyle
en Ner et de ’amide en Cir comme participant au réseau de liaisons hydrogéne impliquant les chaines
principales, confirmant par la méme occasion I’intérét de ces modifications pour les peptides 35m1 et 35m2.
En plus de cela, des analyses ATR-IR, CD et RMN du solide préliminaires sur ces peptides ont été réalisés

pour avoir une confirmation des structures formées.

Globalement, ce travail de thése a posé la premiére brique d’un projet a long terme : la conception de protéines
artificielles avec un repliement en hélice B gauche de type 1.
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6 Perspectives
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6.1 Perspectives a court terme : suite de la caractérisation

Comme nous I’avons vu tout au long de la thése, caractériser une structure protéique peut s’avérer
difficile et fastidieux, surtout lorsque celle-ci ne posseéde pas de signature spectroscopique spécifique. Dans le
but d’améliorer la compréhension de ce type d’autoassemblage adoptant ce repliement, il est nécessaire de
réaliser le plus d’analyses possible afin de les caractériser. Pour cela, des analyses pourront étre réalisées
notamment en microscopie a force atomique (AFM) pour confirmer et avoir une meilleure résolution sur la
taille des fibres formées. Des techniques comme la titration calorimétrique isotherme (ITC) et la calorimétrie
différentielle a balayage (DSC) pourront nous renseigner sur le mécanisme d’autoassemblage, sur le repliement
de nos objets ainsi que leur stabilité. Les études de stabilité des fibres plus poussées ont besoin d’étre réalisées
pour déterminer les limites d’utilisations des fibres formées, c’est aussi le cas pour d’éventuels essais
mécaniques de torsion, élongation, etc... Des analyses en DRX, diffusion des rayons X aux grands angles
(WAXS) et diffusion des neutrons (DRN) nous renseigneraient sur les interactions, les structures secondaires
et les structures en général des fibres. Malgré toutes les analyses réalisées, la structure est nécessaire afin d’étre
sir du repliement et de I’autoassemblage des peptides congus. Les conditions de fibrillation restant a étre
optimisée pour la Cryo-TEM, la résonance magnétique nucléaire du solide (ssNMR) peut s’aftranchir de ce
probléme et nous permettre de déterminer la structure des fibres. Le seul bémol étant la nécessité de marquer
certains A.As au carbone 13 et a ’azote 15. La Figure 87 résume les techniques ayant été ou qui seront
probablement utilisées pour construire la « carte d’identité » de nos fibres. Tout cela ayant pour but d’avoir une
structure connue, en LPBH, stable et robuste dans différentes conditions pour ensuite concevoir différents

matériaux.

AFM  SRCD SRID N  DRX Essais
polarisée mécaniques

ThT TEM CD ATR-IR MODELES' CrjcuPBve=ssNMR

DSC, ITC Stabilité WAXS DRN

Figure 87 : Résumé des différentes analyses effectuées en vert, des celles partiellement faites ou en cours en bleu et celle que nous
pouvons réaliser en noir pour déterminer les propriétés des fibres.

138



6.2 Vers la conception rationnelle d’ArMs

Ne perdant pas de vue I’objectif de concevoir des métalloenzymes artificielles a partir de briques
peptidiques de base, nous avons muté le peptide 35m2 afin de Iui donner des propriétés catalytiques. Ce travail
a principalement été réalisé par deux stagiaires L. Escudero (L3, ENS Saclay) et S. Behr (M2, université de
Strasbourg). Toujours a partir de I’ outil du chapitre 1, nous avons congu deux peptides mutants du 35m2 appelés
34mHIS et 34mMET. Ils s’inspirent directement de I’anhydrase carbonique vy, qui est une enzyme de type

hélice B gauche. Son site catalytique a Zn" est situé a I’interface entre deux hélices (Figure 88 a, b).

Figure 88 : Métalloenzyme naturelle ayant une structure en hélice B gauche de type I : I’anhydrase carbonique v, vu du dessus
(trimére) (a) ou bien de profil (monomére seul) (b), mettant en évidence le site a zinc (2 His +1 His) (PDB : 3TIO).
Le site catalytique est formé de deux histidines situées en position B4 de la face (I) et d’une autre placée dans
le coude de I’hexade (I1]) a la positon T; d’une deuxieme hélice. Ces deux positions se faisant face, un site de
coordination a trois azotes (3N) est formé pour coordiner un atome de zinc (Figure 88 c¢). Une molécule d’eau

compléte la sphére de coordination du zinc pour former un site & Zn" (3N10).

Les deux peptides congus, dont les séquences sont détaillées en Figure 89 reprennent alors la séquence du

peptide 35m2 avec quelques mutations dans le but d’adapter la brique de base & la coordination de métaux.

T, T By B, B B4 T: T, By B, B3 B4 T, T:
f-N N V(H] VEVGPHJVV VKNN
35ml VKVGPHVV V-Am
Ac- VEVGPNVVV[HPY
34mHIS VRVGHNVV I(HAn
Ac- VEVGPNVVVMPY
34mMET VRV G[HN V V I[H}Am

Figure 89: Comparaison des séquences congues pour coordiner des métaux, les résidus entourés représentent les mutations pour
permettre la coordination des métaux.
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Dans un premier temps, la coupure s’est faite au niveau d’un des coudes B exposés au solvant. Pour la simple
raison d’apporter de la flexibilité aux deux histidines de la face (I) afin de former le site de coordination pour
le zinc (34mHIS). Un autre mutant a été€ congu en remplacant une histidine par une méthionine afin de favoriser
la coordination du Cuivre ainsi que son cycle d’oxydation/réduction Cu'/Cu" (34mMET). Une tyrosine a été
incorporée dans la séquence afin de pouvoir connaitre la quantité exacte de peptide en solution (dosage par
UV-Visible). D’autres mutations ont été faites mais ne seront pas détaillées ici. Le but étant de concevoir des
briques identiques, mais avec des sites catalytiques différents permettant de créer, par autoassemblage, des
fibres catalytiques.

La conception, appuyée par la modélisation, nous a permis de confirmer que le repliement pourrait étre
compatible avec les séquences choisies, et cela malgré les mutations faites (Figure 90). Leurs synthéses et
purifications ont été réalisées comme décrites précédemment. Et quelques difficultés au niveau de la solubilité
ont été néanmoins rencontrées, ces deux mutants étant moins solubles que le peptide parent 35m2. Cette
différence est probablement due au fait que les histidines au centre du trimére ne sont plus présentes. Le
34mMET ayant une solubilit¢ moins importante que son homologue avec I’histidine, surement di a la

différence de charges.

Figure 90 : Modélisation Alphafold des autoassemblages pour 10 monomeéres de peptides a, ¢) 34mHIS et b, d) 34mMET.

Nous les avons aussi caractérisés par les techniques citées précédemment, et ceux-ci montrent des signatures
spectrales et microscopiques trés proches de celle du 35m2. 1l ne s’agit ici que d’analyses préliminaires qui
restent a confirmer et surtout & comprendre certains résultats. Les préparations et analyses ont été effectuées

comme décrites précédemment.

Les cinétiques de fluorescence de la ThT pour ces peptides nous ont posé quelques problémes, cela a cause de
leurs solubilités. Ceux-ci ont dii étre stockés dans une solution a 60% de DMSO et dilués a 20 % lors de la
mesure afin de pouvoir observer une augmentation de la fluorescence. Il se peut aussi que la ThT ne se lie pas
bien aux structures formées, que ce soit a cause du métal, ou non. L’assemblage semble étre stable une fois

formé, signe de la robustesse du repliement.

Des analyses en TEM pour le peptide 34mHIS, ont été faites, en fonction du métal mis lors de I’incubation.
Des fibres du peptide seul, et en présence de Zn", Cu'l, et Ag' ont été observés pour déterminer 1’influence des

métaux sur [’autoassemblage. Comme nous pouvons le voir sur les clichés (Figure 91), le métal joue une
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influence sur I’assemblage. Comme nous le voyons en Figure 91, les métaux, notamment le zinc et I’argent
permettent de former des fibres plutét homogénes en diameétres et relativement longues pour les fibres en
présence d’argent. Le peptide seul est plutot trés agrégé, formant des paquets de fibres reflétant la tendance de

celui-ci a se replier rapidement.

Figure 91 : Influence de la présence de métal sur la fibrillation du peptide 34mHIS a 500 pM, 50 mM HEPES pH=7.4, 450 uM métal
445 °C, 1400 rpm pendant 24h, a) seul et en présence de b) Zn", ¢) Cu'l, et d) Agl.

Les analyses en CD et ATR-IR nous montrent des signatures similaires au peptide parent, ce qui reste
compatible avec la formation du repliement en LBH, cela en présence de métal ou non. Ceci semble indiquer
que le métal n’a pas d’influence sur la structure secondaire des peptides, ce qui contraste avec les observations

que nous avons faites en TEM (morphologie des fibres).

Des tests de catalyse ont été réalisés en présence de Zn, Cu, Ag pour les deux peptides, 34mHIS et 34mMET.
Ceux-ci, notamment en présence de Zn", pour des réactions d’hydrolyses (avec I’acétate de paranitrophénol),
et de Cu" pour des réactions d’oxydoréductions (oxydation de I’ascorbate et de la phénazine). Ces tests
préliminaires n’ont pas révélé d’activité particulierement intéressante. Néanmoins ils nécessitent d’étre
reproduits, et étendus a d’autres types de réactions. Nous pourrions par exemple envisager de réaliser des

réactions de Diels-Alder avec les fibres peptidiques chargées en Cu'l.

Nous devons cependant, avant de continuer les tests, optimiser les séquences afin de rendre ces peptides plus
solubles, car les problémes de solubilité rencontrés jusque-la ont séveérement limité les expériences. Cela peut
étre réalisé en mutant des résidus asparagines de la position T, de la face (!]) par des résidus basiques comme
des lysines, ou arginines par exemple, afin de donner une charge globale plus importante au peptide. Malgré
cela, les résultats des caractérisations effectuées sont en accord avec la conception initiale, ce qui montre

I’intérét de la conception de briques peptidiques se repliant en LBHs formant des trimeres d’hélices.

Par la suite nous pourrons aussi essayer d’incorporer d’autres types de sites, accommodant d’autres métaux
différents, nous menant toujours un peu plus vers la conception rationnelle de métalloenzymes artificielles a

partir de briques peptidiques.
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7 Partie expérimentale
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7.1 Matériel

Synthése : Tous les acides aminés protégés Fmoc ont été achetés chez NovaBiochem. Les résines Fmoc-Rink-
Amide-TentaGel XV (XV30023, Iris Biotech GMBH, 0.2-0.4 mmol/g, 100200 um) et Fmoc-Rink Amide
AM (Br-1330 Iris Biotech GMBH, 0.74 mmol/g, 100-200 mesh) utilisées ainsi que le N,N'-
Diisopropylcarbodiimide (DIC) ont été achetés chez IRIS Biotech. L’acide trifluoroacétique (TFA), pipéridine,
Oxyma, Triisopropyl silane (TIS), Thianisole et N,N-Diisopropylethylamine(DIEA) ont été achetés chez
Merck. L’anhydride acétique (Ac,O) et I’éther diéthylique (Et;O) ainsi que la N-Méthyl-2-pyrrolidone (NMP)
ont été achetés chez Sigma-Aldrich. Les solvants, dichlorométhane (DCM), acétonitrile (MeCN) et diméthyle
formamide (DMF) ont été achetés chez Fisher Chemical et Carlo Erba.

Un agitateur oscillant et un robot de synthése Initiator Alstra+ de chez Biotage ont été utilisés pour la synthése.

Un spectrometre Agilent Cary-60 UV-Vis a été utilisé, notamment pour quantifier le peptide couplé par dosage

des groupements Fmoc.

HPLC analytique : HPLC analytique de type Hitachi Primade avec détecteur Primaide Diode Array Detector
instrument avec détection UV a 214 nm, 254 nm et 280 nm.

Colonne a: colonne Waters XBridge peptide BEH C18, 300 A, 3.5 um, 4.6 mm x 150 mm.
Colonne b: colonne Waters XBridge peptide BEH C4, 300 A, 3.5 um, 4.6 mm x 150 mm.
Colonne c: colonne HALO C4 bioclass, 1000 A, 2.7 uM, 4.6 x 150 mm.

HPLC semi-préparative : HPLC semi-préparative de type VWR LaPrep + four Jasco CO-4060

Colonne d : colonne Waters XBridge protein BEH C18, OBD, Prep Column, 130 A, 5 um, 19 mm x 250 mm.
Colonne e : colonne Waters XBridge protein BEH C4, OBD, Prep Column, 300 A, 5 pm, 19 mm x 250 mm.
Colonne f: colonne Waters XBridge peptide BEH C18, OBD, Prep Column, 300 A, 5 um, 10 mm x 250 mm.

Chromatographie Liquide couplé a la Spectrométrie Masse (LLC-MS) : Thermo-Scientific LCQ Fleet Ion

Trap LC-MS & Vanquish UHPLC avec détecteur Primaide Diode Array Detector instrument avec détection
UV a 214 nm et 280 nm.

Colonne g : colonne Waters XBridge peptide BEH C18, OBD, Prep Column, 300 A, 5 um, 10 mm x 250 mm.

Analyses : Les peptides utilisés ont été synthétisés et purifiés classiquement. L’eau ultrapure a été générée au
laboratoire avec un appareil a eau Milli-Q® Direct. Les sels et Tampons ont été achetés chez Sigma-Aldrich.

La Thioflavine-T provient de chez Acros.

Les tubes de 1.5, 0.75 mL et 100 pL ont été achetés chez Eppendorf.
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Pour I’incubation, un thermomixer Eppendorf C a été utilisé avec un portoir pour tube de 1.5 mL avec
ThermoTop®.

Le spectrometre UV-visible utilisé est un Agilent Cary-60 UV.
Le logiciel OriginPro a été utilisé pour générer et mettre en forme les résultats et générer les figures.

Fluorescence de la ThT : Les plaques 96 puits GREINER 96 F-BOTTOM pClear® Black viennent de chez
Dutscher et les films pour microplaque BRAND® ont été achetés chez Sigma-Aldrich.

Le lecteur de plaques multipuits pour le suivi de fluorescence est un CLARIOstar Plus de chez BMG Labtech
piloté par les logiciels CLARIOstar et MARS.

Microscopie électronique : Les solutions d’acétate d’uranyle & pH=4 ou 5 a 2 % et de phosphotungstate de

sodium a pH=7.05 a 2% ont été fournies par nos collaborateurs.

Les grilles de microscopie électronique utilisées ont ét¢ des FF300-Cu (film Formvar) de chez Electron

Microscopy Sciences, des S160 carbon film 200 mesh copper fournies par nos collaborateurs.
Les grilles de TEM ont été chargées en utilisant un ELMO Glow Discharge Cleaning system.

Les grilles utilisées pour la Cryo-TEM sont des QUANTIFOIL® R2/2 Cu200 de chez Quantifoil et des LC300-
Cu de chez Electron Microscopy Sciences. Elles ont été vitrifiées a la main dans de 1’éthane liquide et en
utilisant un FEI Vitrobot™ Mark IV (Thermo Fisher, New York, NY, USA).

Le premier microscope utilisé est un FEI Tecnai G2 200kV FEG (Thermo Fisher, New York, NY, USA) en
collaboration avec le Dr. Schmutz (PLAMICS, ICS, Strasbourg). Le second microscope est un Hitachi H 7500
équipé d’une caméra numérique en collaboration avec la Dr. Demais (UPS 3156, INCI, Strasbourg). Ensuite
un microscope FEI Tecnai Spirit 120kV LaB6 (Thermo Fisher, New York, NY, USA) équipé d’une caméra
DDC K2 Base 4 k x 4 k camera (Gatan, Pleasanton, CA, USA) et pour la Cryo-TEM, FEI Tecnai G2 200kV
FEG équipé d’une caméra DDC K2 Summit en collaboration avec la Dr. Pieri et le Dr. Bressanelli (12BC,
Cryo-EM, Gif-sur-Yvette).

Dichroisme circulaire et linéaire : [.’incubation au synchrotron a été réalisée dans un agitateur pour tube

chauffant couvert avec du papier aluminium pour conserver la chaleur.

Le dichroisme circulaire a été mesuré a la plateforme d’analyse de I’institut de chimie de la faculté de
Strasbourg sur un spectrométre de paillasse Jasco J-810 équipé d’une lampe Xenon 150 W. Les cuvettes
utilisées ont été des cuvettes en quartz de 1 mm (300 puL) et cuve « sandwich » de 0.1 mm (30 pL) de trajet

optique.

Le dichroisme circulaire et linéaire sur source synchrotron a été¢ mesuré sur la ligne DISCO du synchrotron
SOLEIL (Gif-sur-Yvette) en collaboration avec le Dr. Wien (Scientifique Synchrotron SOLEIL, Gif-sur-
Yvette). Des cuves en CaF, (Hellma Ltd) de 31 um (2 pL), pour les suspensions, et 12 um, pour les films, de
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trajet optique ont été utilisées. Les films ont été préparés en appliquant une dépression dans une chambre
d’incubation en plastique.

Une centrifugeuse Tube centrifuge 5804R a été utilisée pour centrifuger les tubes de peptides fibrillés.

Infrarouge : Les mesures et interprétations des spectres infrarouges ont été réalisées en collaboration avec le
Dr. El Khoury (LBS, institut LeBel, Strasbourg).

Le spectrométre infrarouge utilisé est un Vertex 70 (Bruker Optics, Karlsruhe) équipé d’un détecteur MCT et
d’un module ATR diamant avec une résolution spectrale de 4 cm™. Le logiciel d’acquisition OPUS 7.2 est celui

fourni avec le spectrométre.

Cristallisation : Les plaques 96 puits ont été achetés chez Hampton Research pour la MRC 2 Well UVP et
chez Corning pour la 96-well COC Protein Crystallization Microplate. Les plaques de cristallisation
CrystalQuick X Plate, et In Situ-1 Crystallization Plate provenant de chez MiTeGen et les plaques 60 well
Greiner HLA Terasaki multiwell plates ont ét€ données par notre collaborateur C. Sauter. Les films BRAND®
sealing film for microplates pour couvrir les plaques ont été achetés chez Sigma-Aldrich. L huile de paraffine

utilisée provient de chez Sigma-Aldrich. L’agarose a bas point de fusion (mp. 28°C) provient de chez Roth.

Les screens commerciaux, Index HT, et Crystal Screen HT ainsi que le I’outil d’ensemencement proviennent

de chez Hampton Research.

La loupe binoculaire 8 zoom MOTIC SMZ161-BLED équipée d’une lentille de grossissement x2 a été achetée
chez MOTIC.

Les photos des cristaux ont été prises avec un téléphone équipé d’une caméra optique.
Les MicroMounts™ et MicroLoops™ proviennent de chez MiTeGen.

Diffraction des rayons X : Les données de diffraction du peptide SM (f-VGPLT-Am) ont été recueillies avec

un systéme Rigaku HF-007 équipé d’un détecteur HyPix6000, d’un monochromateur multicouche et d’une

anode tournante en cuivre (A = 1.54178 A) a 100 K comme source d’électron.

Les données de diffraction du peptide SMn (f-VGPNT-Am) ont été recueillies sur la ligne Proxima-2A
Synchrotron Soleil, France équipée d’un détecteur Eiger 9M. L’appareil est contrdlé depuis I’extérieur de la
cabine par un ordinateur avec le logiciel ALBULA (Dectris, Switzerland).

Le traitement des données collectées a été réalisé par nos collaborateurs C. Sauter, K. Rollet et P. Pachl (ARN,
IBMC, Strasbourg). Les logiciels ADXV et ALBULA ont été utilisés pour collecter et visualiser les clichés de
diffraction. Les logiciels CrysAlisPro, Olex, AutoPROC, XDS et SHELXT et SHELXL pour traiter les

données.

RMN du solide : Les cristaux de peptides utilisés ont été préparés comme décris en 7.2.1.3.1
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Le rotor RMN utilisé est un rotor pour MAS de 1.3 mm de diamétre en oxyde de zirconium (ZrO») fermé avec
des bouchons en Vespel®.

Les spectres 1D et 2D en RMN du solide ont été réalisés sur un spectrometre Bruker™ AVANCE 500 MHz a
grand diamétre fonctionnant a une fréquence de 500.03 MHz pour 1H (125.7 MHz pour 13C) et a une fréquence
de rotation de 22.5 kHz avec le tétraméthylsilane (TMS) comme référence interne et un échantillon

d’adamantane comme référence secondaire.

7.1.1 Analyse bio-informatique des structures en hélice 8

gauche naturelles

7.1.2 Logiciels et bases de données

La banque de données sur les protéines PDB (https://www.rcsb.org/) ainsi que la banque de données
DbStRIP (https://bioinf.iiit.ac.in/dbstrips/) ont permis une recherche de structures en hélices B gauche de
maniére précise jusqu’au 15/08/2021.

Toutes les figures de structures de protéine ont été générées via PyMol.[

7.1.3 Démarche d’analyse

7.1.3.1 Visualisation

A partir d’une structure d’hélice p gauche trouvée sur la PDB, téléchargée au format .pdb et ouverte
avec PyMol, nous avons identifié le motif structural canonique de I’hélice de section triangulaire. Les molécules
d’eau de la structure ainsi que les métaux ou ligands ont été retirés. Lorsque ce n’était pas le cas, les structures
trimériques ont été générées a partir des opérateurs de symétrie obtenus grace a la maille cristalline élémentaire
via la commande « symexp sym,XXX,(XXX),4 » ou XXX représente le nom de la structure PDB et 4 le rayon

de génération de structures en Angstroms.

Les structures ne contribuant pas a I’hélice (boucles, motifs de terminaison, etc...) ont été masquées pour ne
visualiser que les structures canoniques. Ce qui résulte en un trimére d’hélices B gauche régulier avec des
longueurs de 4 a 11 pas d’hélice.

Les couleurs ont ensuite pu étre attribuées par face en fonction de leur position dans le trimére en N vers le
Cir. La face exposée a une autre hélice et au solvant, notée [, a été colorée en orange. L’ hexade faisant face au
coin de I’hélice opposée, notée II, est colorée en gris. Celle la plus exposée au solvant est notée [l et est

colorée en bleue.
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7.1.3.2 Report et tri dans une feuille de calcul

Les couleurs aidant a se repérer quant aux résidus appartenant aux différentes faces, il faut maintenant
les reporter dans une table. Cela a été réalisé sur Excel, avec une feuille de calcul par partie, ¢’est-a-dire, une
pour le tour de nucléation (vert), identifi¢ comme le premier tour apres le motif de terminaison en Ny, une pour
les tours canoniques (noir) et une pour le tour de terminaison juste avant le Cer (violet). Le report a été réalisé
dans le sens N vers le Cir pour chaque partie. Chaque résidu a été reporté suivant sa position, et sa face, ce
qui donne une ligne d’un tableau & 3 x 6 colonnes pour chaque pas d’hélice. Tous les acides aminés ont ensuite
été comptés par position, en fonction des faces dans lesquels ils sont et reportés dans une table Excel. Au total,
1377 résidus ont été recensés pour les tours de nucléation, 7377 pour les tours canoniques et 1388 pour les

tours de terminaison.

Les acides aminés ont ensuite été tri€s, pour chaque position en utilisant la fonction « NB.SI » du tableur. Pour
les 18 positions, les 20 acides aminés ont été triés automatiquement via cette fonction, a cela il faut ajouter les
boucles et les résidus manquants. Chaque résidu a ensuite été pondéré afin d’obtenir la fréquence d’apparition
de celui-ci pour chacune des positions. Les résultats de fréquences, en %, ont été compilés dans un histogramme
a 18 entrées correspondant a chaque position. Le code a une lettre des résidus a été ajouté a la main et la taille

correspondante est celle de la fréquence d’apparition.
Cela résulte en 3 histogrammes a 18 entrées correspondant aux différents tours.
Les motifs en épingle B (apres le dernier tour en Ci.r de I’hélice) ont été recensés en suivant la méme procédure.

Le peptide de 59 résidus de long a été synthétisé et « purifié¢ » comme décrit dans la partie suivante 7.1.4.

7.1.4 Conception de peptides de novo s’autoassemblant en

hélice  gauche

7.1.5 Méthodes

Solvants utilisés en Chromatographie Liquide & Haute Performance (HPLC) :

Les solvants ont été préparés a 1I’aide d’éprouvettes graduées de 1000 et 500 mL. Le solvant A est
constitué d’eau avec 0,1% de TFA (pH = 2). Le solvant B est composé d’un mélange d’acétonitrile & 90% et
10% d’eau, avec 0,1% TFA. Pour des raisons de simplicités, les gradients de solvants seront toujours écrits

comme suit : A/B ou A et B représentent les pourcentages de solvants respectifs.

Solvants utilisés en Chromatographie Liquide couplé a la Spectrométrie Masse (LC-MS) :
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Les solvants ont été préparés minuticusement a I’aide d’éprouvettes graduées de 1000 et 500 millilitres.
Le solvant C, est constitué d’eau & 0,1% de FA. Le solvant D, est composé d’un mélange de MeCN a 90% et
10% d’eau, le tout a 0,1% FA. Pour des raisons de simplicités, les gradients de solvants seront toujours écrits

comme suit : C/D ou C et D représentent les pourcentages de solvants respectifs.

Méthodes utilisées en HPLC analytique :

Méthode A. Gradient 95(A)/5(B) a 50/50 en 15 minutes, ImL/min, a 37°C.
Méthode B. Analyse avec gradient 95/5 a 0/100 en 30 minutes, 1mL/min, a 37°C.
Méthode C. Analyse avec gradient 80/20 a 70/30 en 30 minutes, lmL/min, a 37°C.
Méthode C’. Analyse avec gradient 80/20 a 70/30 en 30 minutes, ImL/min, a 60°C.

Méthodes utilisées en HPLC semi-préparative :

Méthode 1 : gradient 95/5 a 50/50 en 20 min, 14mL/min, Tamb.

Méthode 2 : gradient 80/20 a 35/65 en 30 min, 14mL/min, 60°C.
Méthode 3 : gradient 80/20 a 30/70 en 30 min, 14mL/min, 60°C.
Méthode 3’ : gradient 78/22 a 25/75 en 30 min, 14mL/min, 60°C.

Méthodes utilisées en LC-MS :

Méthode a : gradient 98(A)/2(B) a 50/50 en 15 minutes, 40pL/min, 40°C.
Méthode vy : gradient 98(A)/2(B) a 0/100 en 15 minutes, 40puL/min, 40°C.

Méthode 1 : gradient 98(A)/2(B) a 0/100 en 30 minutes, 40uL/min, 40°C.

7.1.6 Synthése Peptidique en Phase Solide (SPPS), stratégie

Fmoc/tBu ;123!

Les peptides les plus longs, de 35 acides aminés (35m1 et 35m2) ainsi que celui de 59 résidus de long
(59m), ont été synthétisés avec un synthétiseur automatique de peptide Biotage Initiator+ Alstra en utilisant un
nombre de moles de départ de 0,05 ou 0,1 mmol, avec une résine Fmoc-Rink-Amide-TentaGel XV (Iris
Biotech) de charge 0.74 mmol.g"'. Une perte d’environ 25 % de la charge de la résine a été constatée par la
suite, donc, certaines synthéses ont en fait été réalisées avec des charges 25 % plus faibles. Les solutions
d’acides aminés préparées pour les synthéses utilisant le robot avaient une concentration de 0,15 mol/L, les
solutions de DIC et d’Oxyma de 0,5 mol/L, les solutions d’ Ac,O de 5 mol/L, et de pipéridine a 20% (v/v) dans
de la DMF. Seules les solutions de DIEA ont été préparées a 2 mol/L dans de la (NMP) pour des raisons de
solubilité et stabilité.
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La résine est directement pesée dans le réacteur de synthése de 10 mL, rincée une fois et mise pour solvatation
pendant 30 min a I’agitateur oscillant dans environ 8 mL de DCM. Ensuite, la résine a été solvatée dans 8 mL
de DMF pendant 15 min. Deprotection des Fmoc. L’étape de deprotection des groupements « Fmoc » est
réalisée sous agitation pendant 3 minutes dans un mélange pipéridine/DMF 1:4 (3 fois). Les Fmoc issus de la
deprotection de la résine ont été dosés (voire « dosage des Fmoc » plus bas), afin de déterminer la charge exacte
de la résine.

La résine est ensuite lavée 3 fois avec 4mL de DMF avant d’étre mise dans le robot pour synthése. Couplage.
Des doubles couplages de 30 min ont été réalisés pour tous les acides aminés, avec 4 équivalents d’acides
amingés, 3,8 équivalents de DIC/Oxyma a 70°C (micro-ondes) sous agitation. Les résidus non compatibles avec
les micro-ondes présents dans la séquence (i.e. histidine, acide aspartique, cystéine, arginine) ont été couplés 2
fois pendant 1h a température ambiante (avec les mémes proportions que les autres). Pour certains couplages
tels que R-N (en position 11), un double couplage d’1h est réalisé & Tamp avec une préactivation (16 eq. de
DIEA, 3.8 eq. ’HCTU et 4 eq. d’arginine). Une étape de lavage avec 1 x 4.5 mL de DMF est réalisée entre
chaque étape de couplage. Acétylation. Apres chaque couplage d’A.A, une acétylation (« capping ») est
réalisée, a I’aide d’une solution d’anhydride acétique (Ac,O) a 5 %, de 10 % de DIEA dans de la DMF, sous
agitation pendant 1 minute. La résine est ensuite lavée 4 fois avec 4.5 mL de DMF avant d’effectuer I’étape de

deprotection des Fmoc suivante.

Ce cycle (déprotection des Fmoc — couplage — acétylation) est répété jusqu’a obtenir le peptide de longueur

voulue.

La formylation du résidu situé en N s’effectue en préactivant, pendant 1 minute sous vortex, 10 équivalents
d’acide formique (FA), dans un premier temps dissout dans environ 10 mL de DMF, et 10 équivalents de DIC.
La solution est ensuite transférée dans le réacteur de synthése et mise sous agitation pendant 30 minutes en
dégazant le réacteur toutes les 5 minutes. Cette étape est réalisée 2 fois afin de s’assurer de la bonne formylation
du N Puis, la résine est lavée 3 fois avec 5 mL de DMF. Ensuite, un test avec du 2,4,6 -
Trinitrobenzenesulfonic Acid (TNBS) est réalis€, sur une pointe de spatule de résine, en mélangeant 2 gouttes
de solution de TNBS a 1% avec 2 gouttes d’une solution de DIEA a 10% dans de la DMF. Cela permet de
révéler s’il reste ou non des amines primaires libres (coloration rouge de la résine). Dans notre cas, si la

formylation est totale, les billes restent non colorées.

Les étapes d’acétylation éventuelles du Ni.r ont été réalisées a la main avec les mémes proportions de réactifs
utilisées lors du capping pendant 2 x 10 min. La résine est lavée avec 3 fois avec 5 mL de DMF et le test TNBS

réalisé comme précédemment pour s’assurer de la bonne fonctionnalisation.

Le clivage final a été réalisé a 1’aide d’une solution d’acide trifluoroacétique (TFA)/Triisopropyl silane
(TIS)/H20 (95/2,5/2,5) pendant 60 min puis 2 fois 30 min. Durant cette étape, le peptide est clivé de la résine,
les groupements protecteurs des chaines latérales sont aussi enlevés lors de cette étape. Le peptide brut ainsi
obtenu, soluble dans le TFA, est précipité par ajout d’éther diétylique (Et,O) glacé. Il en résulte une suspension

blanchétre, que I’on centrifuge 4 4000 rpm pendant 3 min. Le surnageant est jeté, et le culot est repris (rincé)
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dans de I’Et,O glacé. L’opération est répétée une troisieme fois. Le culot finalement obtenu est ensuite dissout
dans une solution d’eau a 0,1% de TFA (A), et, si besoin, d’acétonitrile/eau/0,1% TFA, dans des proportions
permettant la solubilisation. Un peu de solution est analysée en HPLC analytique afin d’évaluer la pureté du
peptide brut, ainsi que le pourcentage de solvants A et B nécessaires pour ¢éluer le peptide de la colonne. Le
reste est lyophilisé dans le but d’obtenir une poudre homogene en vue de la purification.

Un schéma global de synthése SPPS est montré en Figure 92.

Deprotection Couplage

NH, -

NH,

Deprotection
n
' /
N -
v oy = Aprés n cycles -\
- Formylation, )
) Acétylation Clivage

Figure 92 : Schéma de synthése pour la SPPS.
e Dosage des Fmoc :

Le dosage des Fmoc permet de déterminer, par dosage, un rendement grossier de la synthese réalisée.
Pour cela, les solutions ont été mises dans une fiole jaugée de 100 mL puis complétées au trait de jauge avec
du méthanol. Aprés avoir mesuré le spectre d’absorbance entre 400 et 200 nm sur spectrophotométre UV-Vis
Agilent Cary 60 du méthanol seul, comme ligne de base (2,8 mL dans une cuve de 3 mL), 0,2 mL de solution
de deprotection diluée a été ajouté et I’absorbance remesurée. Le coefficient d’extinction molaire de la molécule
issue de la deprotection, un adduit pipéridine-dibenzofulvéne (pip-DBF), est de &= 7800 L.moll.cm™ & 301
nm (Figure 93).1 Ce qui nous permet de suivre et de déterminer la quantité exacte de groupements Fmoc

déprotégés par la loi de Beer-Lamber appliquée & notre cas, en considérant la double dilution (Equation 1).

. . A Vsol
= —X
(Equation 1) n ~300 % Veuve

X Vtot

ou n repésente la charge de la résine en umol, A, I’absorbance de la solution a 301 nm, 7800 est le coefficient
d’absorption molaire & 301 nm, Vcue est le volume de la cuve (3mL), Vo correspond au volume de solution de
deprotection diluée 1 fois ajouté (0,2 mL) et V tot est le volume total de la fiole (100mL). On peut alors
simplifier I(Equation 1 comme suit :

. . A
(Equation 2) n = ~s00 1,5
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Figure 93 : Réaction de deprotection des groupements Fmoc et formation des adduits pipéridines-dibenzofulvénes.

Z

7.1.7 Purification

7.1.7.1 Protocole

La purification s’effectue en dissolvant le peptide brut lyophilisé dans du tampon A, a environ 5
mg/mL. Avant injection, le peptide est passé sur filtre 220 um dans le but d’enlever toutes les poussiéres et
impuretés nuisibles a la colonne. La solution est ensuite injectée en HPLC semie-préparative. Les fractions
collectées ont été analysées par HPLC analytique, LC-MS avant d’étre réunies, congelées dans la glace
carbonique puis lyophilisées (Annexe 3 et Annexe 4). Les peptides sont ensuite stockés au congélateur a -18°C.
I1 en résulte une poudre de peptide pure. Les rendements totaux obtenus sont d’environ 4 & 6.5%. La purification
des peptides se faisant 8 0.1 % de TFA, nous devons considérer, pour chaque peptide, le nombre de contre-ions
trifluoroacétate. Un résumé des conditions de purification et d’analyse des deux 35-mers est reporté en Tableau
17.

Tableau 17 : Tableau récapitulatif de synthése et purification des 35 mers congus.

Masse Masse Molaire condition Condition HPLC Nombre de .
. . . . . . . Nombre de mole [rendement Fmoc| masse peptide pur [rendement|
Peptide | Molaire |avec contre-ions purification; Analytique; mole initial final (umol) (%) (mg) %)
(g/mol) TFA (g/mol) colonne colonne (pmol) ! W ° s °
35m1 3806.4 4492.6 Méthode 2; e Méthode C,C'; a, b 75.0 3.7 4.9 15.5 4.6
35m2 3862.6 4744.8 Méthode 3;3'; e Méthode C,C'; a, b 75.0 5.1 6.8 23.0 6.5

Pour chaque peptide pur, une partie de la poudre est séparée du reste afin d’échanger les contre-ions TFA® par
des contre-ions chlorure (CI9).Le peptide est dissout dans une solution de HCI 2 mM, puis est lyophilisé. Cette
opération est répétée 3 fois pour s’assurer du bon échange de contre-ions, en vue d’analyse en spectroscopie
infrarouge a réflectance totale atténuée (ATR-IR).[>
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7.1.8 Suivi cinétique a ’aide de la thioflavine-T

7.1.8.1 Préparation de la solution de ThT

La solution stock de thioflavine-T a été préparée par dissolution de 15.9 mg de la poudre commerciale
(M=318.86 g/mol, 49,8 umol) dans 10 mL d’eau MilliQ dans un tube falcone de 10 mL. Dosage de la solution
de ThT : 1 pL de cette solution est mis dans une cuve UV et elle est complétée jusqu’a 1 mL. La molécule de
ThT libre a un coefficient d’absorption molaire & 412 nm g412= 36000 L.mol'.cm .7l Aprés agitation,

I’absorbance a 412 nm est mesurée et la concentration calculée par la loi de Beer-Lambert.

A partir de la solution dont la concentration a été déterminée précédemment, une solution stock a 2 mM est

préparée. La solution stock est ensuite aliquotée dans des tubes et stockée au congélateur a I’abri de la lumiére.

La concentration dans les plaques est de 200 uM, donc 10 pL dans 100 pL finaux. Il est important de toujours
garder la solution stock a I’abri de la lumiére, c’est pour cela que les tubes utilisés ont été entourés de papier
aluminium et sortis du congélateur environ 20 minutes avant utilisation pour qu’ils reviennent a température

ambiante.

7.1.8.2 Préparation des tampons

Les tampons utilisés, d’un pH=3 a un pH=10 ont été préparés, pour beaucoup d’entre eux, par
dissolution d’une poudre commerciale dans de 1’eau MilliQ. Les sels sont dissouts dans une quantité minimale

d’eau, puis le pH est ajusté a I’aide de solutions concentrées de NaOH et de HCI.

En Tableau 18 sont résumés les tampons préparés, et a quel pH, ainsi que les sels commerciaux utilisés.

Tableau 18 : Tampons utilisés pour quelle gamme de pH.

Tampon Phosphate Acide citrique Acide acétique MES HEPES CHES

HOC(COOH)

Sel de départ KH,PO4/K,HPO, (CH,COOH), - H20

CH;COOH CsHi2NO4S.Na | CgH ;sN,048 CgH7NOsS

pH de tampon 3 3.5 4as 55a6.5 7485 9al0
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7.1.8.3 Préparation des plaques pour la mesure de la fluorescence

7.1.8.3.1 Paramétres de mesures

Les paramétres du lecteur de plaques utilisés sont adaptés a la plaque utilisée et la longueur d’onde
d’excitation est centrée a 450 (£15) nm alors que celle d’émission est centrée sur 480 (£20) nm. La température
est fixée a 37°C et la valeur de fluorescence mesurée est une moyenne de 106 points (flash) par puis avec une
mesure en spirale.l” La valeur du gain est fixée soit manuellement & 900 soit avec la mesure de la valeur sur un
puits de référence. L’agitation de la plaque entre les mesures est fixée a 500 rpm. Enfin, un point est pris toutes

les 5 minutes afin de suivre la cinétique de fibrillation des peptides.

7.1.8.3.2 Préparation des plaques

Les plaques multipuits sont préparées toutes de la méme manicre a partir des solutions a température
ambiante. Ensuite, la plaque est « lestée » en ajoutant de I’eau entre les puits, jusqu’a avoir un volume atteignant
les % de la hauteur des puits. Cela permet aussi d’éviter une évaporation trop importante des solutions. Des
poids de 20 grammes sont aussi ajoutés a I’intérieur des deux bords courts de la plaque afin d’éviter qu’elle ne
se déloge de son emplacement lors de 1’agitation. Enfin, les solutions sont ajoutées a la pipette multicanaux
dans I’ordre suivant : eau, ThT, peptide et enfin tampon. Une fois ajoutées, les solutions des puits sont
homogénéisées a la pipette multicanaux (en évitant de faire des bulles) et la plaque est scellée en collant le film
sur le dessus. A partir de I’étape d’ajout du tampon, il est nécessaire d’étre rapide dans le but de perdre le moins
d’information sur la cinétique d’assemblage (notamment pour le 35m1). Aprés ajout, la plaque peut étre mise
a incuber dans le lecteur de plaque a 37°C et le suivi cinétique réalisé. Lorsque des ajouts a des temps différents
de tampons ont di étre faits, nous avons mis en pause 1’analyse et sorti la plaque, décollé le film et ajouté le

tampon, homogénéisé et le film soit changé, soit recollé. La plaque est réintroduite dans le lecteur de plaque.

7.1.8.3.3 Collecte et traitement des données

La collecte des données se fait aprés la mesure via le logiciel CLARIOstar par le logiciel MARS en
exportant sous forme de ficher .xIsx qui peut étre directement ouvert sur Excel ou Origin. Les courbes sont
ajustées au niveau de la fluorescence la plus stable, lorsque les valeurs sont constantes dans le temps, en début

de mesure avant d’ajouter le tampon par exemple.
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7.1.9 Microscopie électronique

7.1.9.1 Incubation des solutions pour fibrillation

Les solutions de tampons et d’eau ont été filtrées sur filtre 200 um afin d’enlever toutes les fibres et
poussiéres présentes qui ne seraient pas du peptide. Les solutions stocks de peptide (35m1 ou 35m2) & 2 mM
ont été obtenues par dissolution des peptides purifiés dans de I’eau ultrapure puis soniquées pendant 10 min. A
partir de ces solutions, ont été préparées, par dilution, des solutions a 500, 250 ou 100 uM de peptide pour
incubation. Les solutions tampons d’HEPES (pH=7.4 et 8.5) a 500 mM de concentration stock ont été ajoutées
aux solutions de peptides pour obtenir une concentration finale de 50 mM. Le volume d’eau ultrapure nécessaire
a été complété pour obtenir les concentrations voulues. Toutes les incubations ont été réalisées dans des tubes
de 100 puL imbriqués dans des tubes de 750 pL et 1.5 mL pour pouvoir s’adapter sur I’incubateur. Ils ont ensuite
été entourés de parafilm autour de leurs capuchons et mis a incuber dans le Thermomixer® équipé d’un
ThermoTop®.

Plusieurs conditions ont été testées et les meilleures conditions déterminées sont données en dans le chapitre 2
et sont une incubation de minimum 3 heures, a 40 °C a 500 uM de peptide dans ’'HEPES pH=8.5 4 1200 rpm.

7.1.9.2 Préparation des grilles de microscopie électronique a transmission (TEM)
et Cryo-TEM

7.1.9.2.1 Grilles de TEM

Les dépots sur grilles de TEM ont été aussi optimisés afin d’avoir des fibres pas trop denses sur la
grille, au risque de n’avoir qu’un tapis et de ne rien voir. Apres incubation, nous avons alors trouvé qu’une

dilution des suspensions a 100 uM pour un dépét de 3 pL sur grille correspond aux meilleures conditions.

En collaboration avec la Dr. Pieri a 'I2BC, les grilles ont regu un traitement préalable pour les charger en
surface, afin d’augmenter le contact avec les gouttes. Le traitement a été réalisé sous vide a 30 pA pendant 10
secondes pour les grilles de TEM ou a 10 pA pendant 1 min. Pour les autres analyses, les grilles n’ont pas regu

ce traitement.

Ensuite, 3 pL de suspension de peptide dilué sont déposés sur grille pendant 1 min puis le liquide a été absorbé
avec un papier filtre plié. La grille est ensuite retournée sur une goutte de contrastant et est laissée pendant 2
fois 45 secondes. Le liquide est ensuite absorbé avec du papier absorbant et la grille est ensuite laissée a sécher
pendant quelque temps. Par la suite, les grilles sont ensuite montées sur le porte échantillon et analysées au

microscope €lectronique.
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7.1.9.2.2 Grille de Cryo-TEM

La préparation des grilles pour la Cryo-TEM se fait de manicre
identique a celles de la TEM avec charge de la grille et dépot de 3 pL de
solution diluée a 100 ou 250 uM de peptide pendant 1 min. Ensuite, a la main,
le liquide a été absorbé précautionneusement avec du papier absorbant et trés
rapidement plongé dans I’éthane liquide refroidi dans 1’azote liquide. Avec le
Vitrobot, les conditions les meilleures ont été une force d’absorption (force de
serrage de la grille entre les deux disques de papier absorbant) de 0, pendant 6
secondes, avec une humidité de 100 % et a température ambiante dans la
chambre ou a lieu le dépot et ’absorption (Figure 94). Aprés absorption, la
grille est plongée trés rapidement dans de I’éthane liquide pour permettre une
vitrification de 1’eau et non une cristallisation.®] Aprés quelques minutes, la
grille peut étre transférée dans de I’azote liquide et stockée dans un dewar en

attendant d’étre transférée dans le porte-échantillon pour la Cryo-TEM.[®

Pour I’observation des grilles, le porte-échantillon doit étre refroidi pendant 1
heure a I’azote liquide jusqu’a stabilisation de la température puis transférer
dans le microscope pour étre refroidit jusqu’a ce que la température se stabilise
et ensuite peut étre sortie et rapidement la grille est mise dessus. Il faut faire
trés attention a ne pas tordre la grille ou ne pas la faire décongeler lors de cette
étape. Ensuite le porte échantillon est remis et le vide est fait. L’analyse par
Cryo-TEM peut alors étre réalisée.

Humidité et temperature §

~ Disques
absorbants
—

refrofdit par

Fazo ’

Figure 94 : Dépot d’une grille de
Cryo-TEM au Vitrobot.

Lors de I’analyse, il est important de choisir une zone non-intéressante pour faire un ajustement du focus puis

de faire une acquisition d’image sur la zone d’intérét. Trés souvent, comme les électrons ont une énergie

cinétique importante, nous ne pouvons faire qu’une acquisition sur une zone de la grille. En effet, cette énergie

est transférée a la glace qui fond et rend toute nouvelle observation dans cette zone impossible.
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7.1.10 Dichroisme circulaire et linéaire

7.1.10.1 Préparation des cuves/cellules

Figure 95 : Cuves utilisée a) de 300 pL, 1 mm de

trajet optique et b) 30 pL, 0.1 mm de trajet optique.

En ce qui concerne le spectrométre de paillasse, deux
types de cuves ont été utilisés, une fermée avec un bouchon, et
une cuve/cellule dit « sandwich » fermée en collant deux lames.
La premicre a été remplie avec 300 pL de peptide dilué a 60 uM.
La seconde correspond a deux plaques, dont une creusée
permettant de mettre 30 pL de peptide 500 uM qui est refermée
avec une plaque en quartz (Figure 95). Les mémes procédures
ont été réalisées pour les tampons qui ont servi de blanc. Entre
chaque mesure, les cuves ont été lavées avec, successivement, de
I’eau ultrapure, de I’Hellmanex® a 2%, de I’eau ultrapure et de
I’éthanol & 96%. Elles ont ensuite été séchées avec, pour la cuve
de 300 pL de I’air comprimé, et pour la cellule de 30 pLL du papier

kimtech. L extérieur des cellules étant aussi lavées avec de I’ éthanol et séché pour enlever les traces éventuelles.

Pour les mesures de spectres SR-CD et SR-LD au Eetiimgaiie s

synchrotron, nous avons utilisé deux cuves/cellules avec ‘pour fermet (haut)

des trajets optiques de 31 pm pour les mesures de

coté creusé (bas)et la plaque

Cellule en CaF,

. . couvercle pour
solutions et suspensions de fibres et 12 pm pour les films ( ) le pottoir

(Figure 96). Le dépot s’est fait comme pour la
préparation des cuves pour le spectrométre de paillasse
mais avec 2ul comme dépdt de liquide a des

concentrations de 2 mM ou 500 uM. Les cuves ne sont

- Porfoit'en cuivre

C'ﬂles poir le
purtou' :

pas rectangulaires, mais circulaires. Pour le SR-LD, le  Figure 96 : Différentes parties composant le portoir afin de

film a été fait en faisant le vide dans la chambre ou a été

monter la cellule dans la chambre.

mis le coté creusé de la cuve, cela pendant 1 heure. Ensuite, ce coté de la cuve est mis dans le porte-échantillon,

le film orienté vers le faisceau et I’analyse est lancée.

7.1.10.2 Acquisition et traitement des spectres

Le dichroisme circulaire (CD) a été¢ mesuré sur spectrophotometre de paillasse a des longueurs d’onde

allant de 200 a 300 nm avec des pas de 1 nm dans une chambre de mesure sous flux d’azote a température

constante de 25 °C contrdlés par module Peltier. Les spectres ont été moyennés sur 10 scans afin d’avoir un
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ratio signal sur bruit correct et soustrait de la ligne de base. Le logiciel utilisé pour la collecte de données et la

moyenne est le logiciel fourni avec le spectrométre et la mise en forme réalisée avec le logiciel OriginPro.

Les spectres SR-CD (la ligne DISCO du synchrotron SOLEIL (St-Aubin, France)) ont été collectés avec un
pas de 1 nm pour des longueurs d’onde de 170 & 255 nm a 25°C (sauf lors des analyses en températures)
maintenue par module Peltier. Les cuves ont été placées dans un portoir en cuivre pour faciliter la conduction
de la chaleur et la chambre de mesure a été mise sous un flux d’azote constant. L’iris présent sur le portoir a
été ouvert a 7 mm de diamétre. Le logiciel CDToolX a permis de collecter et de normaliser les spectres, et le

B-11 Les spectres (hors scans

logiciel A205 a permis de déterminer la concentration de peptide lors de la mesure.
en température) ont été moyennés sur 3 scans, soustraits de la ligne de base, lissés, calibrés avec le CSA et
normalisés en Ag avec la concentration a 205 nm. ['? Pour les cinétiques a température constante, les spectres
ont été mesurés toutes les 3 minutes. Pour les suivis en rampe de température, les spectres ont été mesurés
toutes les 5 min, avec des incréments de 3°C, et normalisés comme décrit précédemment. Le montage

expérimental est montré en Figure 97.

- . .
+ = ' Portowen R “
" culvre/’ Chambre |

| A 4 de mesure
Cellule |
Portoir en

* de / _ : I

— / ¢ cuivre\A \
mesure / y : A

Figure 97 : Montage expérimental utilisé en SR-CD et SR-LD.

Le dichroisme linéaire (LD) sur source synchrotron a été réalisé sur la ligne DISCO de la méme
maniere que précédemment, en changeant de mode du CD vers le LD (switch), avec des longueurs d’onde
allant de 145 a 255 pour les films et de 170 & 255 pour les solutions. L’iris présent sur le portoir a été ouvert a
7 et 12 mm de diametre. Les spectres ont été moyennés sur 3 scans, soustraits de la ligne de base, lissés, calibrés
avec le CSA mais sans normalisation. La rotation de la cuve a été réalisée a la main sur le module Peltier dans

le sens perpendiculaire au faisceau.

Un schéma de fonctionnement de la ligne DISCO du synchrotron SOLEIL est montré en Figure 98.
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Figure 98 : Schéma de fonctionnement des expériences de CD et LD réalisées au synchrotron.
7.1.11 Spectroscopie infrarouge

7.1.11.1 Incubation et centrifugation des peptides

Les peptides, dont les contre-ions ont été échangés, ont été mis a incuber dans I’incubateur pour tube
de la méme maniere que celle réalisée précédemment. Ensuite, les tubes contenant les suspensions ont été mis

a centrifuger pendant 10 minutes a 5000 rpm a température ambiante.

7.1.11.2 Acquisition des spectres infrarouges

Les spectres IR acquis avec un module ATR ont été faits en déposant 1 pL du culot de la suspension
de fibres peptidiques précédemment centrifugée. La goutte est laissée sécher directement sur le module
(diamant) pendant jusqu’a ce que la bande d’absorption de I’eau disparaisse et que le signal soit stable. Chaque

spectre est une moyenne de 64 acquisitions.
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7.2 Motif minimal permettant la formation d’une hélice

gauche

Les peptides f-VGPXT-NH: (Figure 99)
ont été synthétisés par synthése peptidique en

phase solide (SPPS) en suivant la stratégie

Fmoc/tBu, manuellement, en utilisant une résine
Fmoc-Rink Amide AM (Br-1330 Iris Biotech
GMBH, 0.74 mmol/g, 100-200 mesh). Les

synthéses ont été faites sur 0,4 mmol (540,5 mg

f v G P X T Am

de résine), avec X=L, N, D. Le peptide avec X=F

avait déja été synthétisé. D’autres dérivés avec  Figure 99 : Séquence générique des peptides congus de 5 A.As (5mx)

x fer 1 cp s X=L,N,D,F.
des X=H, E, Q ont été synthétisés, purifiés selon avee

les mémes méthodes mais les résultats de cristallisation ne sont pas concluants, et donc ne sont pas montrés.

La méthode de synthése est la méme que celle réalisée précédemment pour les peptides de 5 résidus s. La masse
de résine a directement été pesée dans le réacteur de synthése de 30 mL et aprés solvatation, elle est déprotégée

et les Fmoc sont dosés.

Des double couplages (30 min) a température ambiante ont été réalisés pour tous les acides aminés couplés a
I’aide de 4 équivalents de Fmoc-L-acide aminé (A.A), 3,8 équivalents de O-(1H-6-Chlorobenzotriazole-1-yl)-
1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HCTU) et 10 équivalents de N,N-Diisopropylethylamine
(DIEA) a température ambiante sous agitation. Aprés chaque couplage d’A.A, une acétylation est réalisée sous
agitation pendant 1 minute. Les étapes 1 & 3 ont été répétées autant de fois que nécessaire afin d’obtenir la

séquence finale de 5 acides aminés. L’étape de formylation a été réalisée comme précédemment.
Les étapes suivantes comme le clivage, la lyophilisation et la purification sont fait comme décrit précédemment.

Apres purification des poudres de peptides pures ayant des rendements de 49 a 75 % ont été obtenus (voir
Tableau 19). Leurs analyses HPLC et LC-MS sont montrées en Annexe 5 a Annexe 8. La purification des
peptides se faisant & 0.1 % de TFA, nous devons considérer, pour chaque peptide, le nombre de contre-ions
TFA. Remarque, ici, un seul des peptides, le SMp, a été purifié dans un tampon NH3/HCOOH a pH= 9. Apr¢es
lyophilisation des fractions pures, les peptides sont stockés au congélateur a -18°C.

Tableau 19 : Tableau récapitulatif de synthése et purification des 5 mers congus.

. Masse Molaire | Condition purification; Condition HPLC Nombre de mole Nombre de Rendement Fmoc| Masse peptide pur| Rendement
Peptide . s mole final
(g/mol) colonne Analytique; colonne initial (nmol) (umol) (%) (mg) (%)
5ML 512.61 Methode 1; e Methode A; a 360.00 185.30 51.47 95.00 51.5
SMbp 514.54 (531;57 Methode 1; d Methode A; a 346.40 260.40 75.17 143.50 75
avec NH4")
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SMN 513.55 Methode 1; d Methode A; a 351.00 172.00 49.00 88.30 47.76

L’échange des contre-ions TFA® en CI1© a été réalisé comme précédemment en vue d’analyses en ATR-IR.

7.2.1 Cristallisation

7.2.1.1 Cristallisation en goutte assise

Deux types de plaques 96 puits ont été utilisées : MRC 2 Well UVP (2 gouttes) et 96-well COC Protein
Crystallization Microplate (3 gouttes) (Figure 100 a et b). Dans les deux cas, le méme protocole a été suivi.
Les peptides SMy, SMx, 5Mp aprés purification et lyophilisation ont été dissouts afin d’obtenir des solutions
stocks a 10 mg/mL a partir desquelles des solutions a 5 mg/mL (ou moins) ont été préparées par dilution. Le
peptide SMp a dii étre préparé a pH environ 6 du fait de la présence d’acide aspartique, qui le rend insoluble a
pH acide. Pour cela, le pH de la solution stock du peptide a été monté avec une solution de soude. Le peptide
S5Mr a été directement dissout & partir d’un stock de poudre déja présent et des solutions ont été préparées

comme pour les autres.

Les solutions stocks de tampons HEPES (pH=7.4) et d’acide citrique (pH=3.5) a 500 mM ont été préparées par
dissolution de poudre dans de I’eau MilliQ et leur pH a été ajusté avec NaOH et HCI. A partir de ces stocks,
des sous-stocks & 100 mM ont été préparés par dilution avec de 1’eau ultra pure.

Une solution stock d’agarose a 2 % a été préparée par dissolution d’agarose a bas point de fusion dans un tube
mis a incuber dans un thermomixer C tube a 1600 rpm, 60°C pendant 1 h. Ensuite des aliquots a 1 % et 0.66 %

ont été préparés par dilution de cette derniére.

a) : b) c) d) €)
e . o e
' \\I { *h.m { \ | ~ —~ —
:-\{‘ ‘ J . "\,_t (55' \M }r\ “‘\-‘._\ — o 5// ‘RV\’(
— —_ = — ff b

Figure 100 : Schéma des plaques utilisées avec en orange les réservoirs et en bleu les puits. A) MRC 2 Well UVP, b) 96-well COC
Protein Crystallization Microplate, ¢) In Situ-1 Crystallization Plates, d) CrystalQuick X Plate et e) 60 well Greiner HLA Terasaki
multiwell plates.

7.2.1.1.1 Protocole

Une fois les solutions de peptide prétes, nous avons déposé un volume de 52 pL, pour la plaque MRC
2 Well UVP et 53 pL pour la plaque 96-well COC Protein Crystallization Microplate de la solution de screen

(commercial ou préparé au laboratoire) dans le réservoir. Lors de I’utilisation de screens commerciaux, une
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pipette multicanaux a été utilisée pour déposer plus rapidement les solutions. Ensuite 1uL des solutions des
réservoirs ont été déposés a chaque emplacement de goutte, toujours a la pipette multicanaux. Les solutions
stocks de peptides ont été transférées dans des plaques 96 puits classiques afin de pouvoir les prélever a la
pipette multicanaux. Puis 1 uL de solutions de peptides, a concentrations voulues ont été ajoutés dans les
gouttes et mélangées a la solution de réservoir déja présente par aspiration/dépot avec la pipette. Lorsque cela
était nécessaire, 1 uL d’agarose a 37°C a été ajouté a la pipette et homogénéisé rapidement pour éviter la
formation du gel trop rapidement.[¥] L’ensemencement a été réalisé en trempant le I’outil d’ensemencement
dans la suspension de nucléi préparée avec des cristaux broyés, utilisée comme cela ou diluée." A I'ceil, la
présence de bulles a ét¢ vérifiée pour chaque puits, et percée si besoin avec une pointe de pipette scellée. Pour
finir, le film imperméable a été collé sur la plaque et tous les puits ont été vérifiés pour étre strs d’étre fermés
de maniere étanche. Un appui pas trop important a la main avec un papier absorbant convient parfaitement. La
plupart des plaques ont ensuite été placées dans un tiroir pour incuber a I’abri de la lumiére et & Tamp. Ce n’est
que récemment que le laboratoire s’est équipé d’un incubateur pour plaque avec température régulée a 30°C.
Tous les jours pendant une semaine, la présence de cristaux a été vérifiée a la loupe binoculaire. Il est important,
lors de cette étape d’étre rapide afin d’éviter que la lampe ne chauffe de trop la plaque, ce qui peut altérer
grandement la cristallisation et qui forme de la condensation sur le film, empéchant I’observation. Des photos
ont été prises lorsque les cristaux ont commencé a pousser et lors du processus de cristallisation lorsque ¢’était
possible. Lors du confinement, plusieurs plaques avaient été réalisées avant et n’ont pas pu étre suivies pendant

2 mois, ce qui se traduit par une perte d’information au niveau du comportement des cristaux.

En vue de I’utilisation du Cribleur sur la ligne Proxima-2A du synchrotron SOLEIL, des cristaux ont aussi été
cultivés en plaques mieux adaptées pour la DRX sur plaque comme les In Situ-1 Crystallization Plates et

CrystalQuick X Plates qui sont faites pour la cristallisation et I’analyse In-situ des cristaux (Figure 100 c et d).

Le transport des plaques juste qu’au synchrotron, en bus et train, s’est fait en les emballant bien dans du papier
bulle, et dans un sac glaciére non réfrigéré. Le but ici est de les maintenir bien a plat, avec le minimum de
perturbation pour ne pas risquer de redissoudre les cristaux. Il est arrivé que lors du transport de cristaux soit

redissout mais ceci représente une minorité.

7.2.1.2 Cristallisation en microbatch

Ce type de cristallisation a été réalisé¢ dans des plaques 60 well Greiner HLA Terasaki multiwell plates
(Figure 100 e). Seulement réalisé pour le peptide 5My, f~-VGPLT-Am, afin d’obtenir des cristaux plus gros. Les
solutions stocks utilisées en peptide, sels et tampons I’agarose et les solutions de nucléi sont les mémes que
précédemment. A la différence de la cristallisation en équilibre de vapeur, ce type de méthode se réalise a partir

de solution saturée sans équilibre de vapeur.[!]
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7.2.1.2.1 Protocole

La préparation de ce type de plaque demande plus de quantité de peptide que pour la technique
précédente, ce qui se traduit par un volume plus important. 3 uLL de solution stock de peptide a été mélangé a
3 pL de solution de tampon et sel afin d’avoir un mélange 1:1 comme précédemment. Les 6 pL. ont ensuite été
homogénéisés a la pipette et ensemencés si besoin. Des dilutions en cascade de nucléi ont aussi été réalisées en
partant de la solution stock puis en la diluant 10 fois, puis encore 10 fois, cela réalisé 5 fois afin d’obtenir une
suspension 10000 fois moins concentrée en nucléi que la premiére. A partir de stock ou des dilutions en cascade
réalisées, I’ensemencement en série a été fait en trempant le I’outil d’ensemencement dans le puits contenant
les nucléi puis glissé dans un puits contentant la solution a cristalliser. Ensuite, celui-ci a été directement glissé
dans le puits du dessous et ainsi de suite (Figure 78). Lorsque I’ajout d’agarose a été réalisé, celui-ci a été fait
de la méme maniére que précédemment, mais ici, la solution de peptide et sel a été de 4 uL. pour 2 puL. d’agarose.
Pour finir, 4 pL d’huile de paraffine a été ajouté afin de couvrir le puits et éviter toute évaporation qui secherait
la condition et ferait cristalliser le sel en priorité. Enfin, la plaque a été mise a incuber comme précédemment

et vérifiée tous les jours Figure 79.

7.2.1.3 Cristallisation en Tube

7.2.1.3.1 Pour obtenir des cristaux en quantité

Les solutions utilisées sont les mémes que précédemment. La cristallisation a
été réalisée en tube de 1 mL en équilibre de vapeur dans une cuve CCM avec un fond

d’environ 1-2 cm de solution saturée en sulfate d’ammonium (Figure 101).

La préparation de la cuve CCM pour la pousse des cristaux s’est faite en ajoutant environ

5a 10 mL d’eau a environ 2 grosses spatules de sulfate d’ammonium. Le tout a été agité

puis laissé au bain a ultrasons pendant 30 minutes pour s’assurer que la solution préparée

est encore saturée comme [’atteste la présence de cristaux aprés sonication. Il est

. . . . Figure 101 : montage
important aussi de graisser la connexion entre le couvercle et la cuve pour ne pas la expérimental de

cristallisation en tube
avec le (NH4)2SO4
a ¢été fait avec de la graisse a vide classique. Un support pour tube pouvant soutenir saturé en bleu, la cuvé
étant scéllée avec le
couvercle.

bloquer (sinon, une goutte de solution saline peut sécher 14, scellant le couvercle). Cela
jusqu’a 4 tubes a été fabriqué avec du polystyréne. Cela permet de maintenir droits les
tubes dans la cuve.

Les tubes de cristallisation ont été préparés en mélangeant le stock de peptide avec les sels et tampons afin
d’obtenir les concentrations reportées en Tableau 15. Puis ont été ensemencés comme décrit précédemment, et

mis en cuve, dans le porte-tube.

La cuve a ensuite été fermée et mise a incuber dans I’incubateur & 30 °C. L apparition des cristaux a été suivie

a I’ceil pour éviter d’ouvrir la cuve et perturber le processus. Aprés ’apparition des cristaux, en général 2
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semaines (Figure 81), les tubes ont été sortis et refermés pour stopper le processus de concentration du tube

(par évaporation) puis gardés dans I’incubateur pour réaliser, par la suite, la diffraction des rayons X dessus.

Lorsque I’analyse ATR-IR ou RMN du solide a été réalisée, les tubes ont été centrifugés, le surnageant retiré
et lavé 3 fois avec de |’eau ultra-pure glacée afin d’enlever le sel tout en évitant la solubilisation trop importante
des cristaux. Apres ceux-ci ont été séchés par capillarité avec du papier absorbant. Les cristaux « secs » ont

ensuite été mis au frigo a 4°C dans I’attente d’étre analysés.

7.2.1.3.2 Pour obtenir des cristaux de qualité

Le méme protocole est repris, mais cela se fait sur de plus petites quantités. Des solutions (500 uL) ou
les cristaux étaient les meilleurs (par cristallisation sur plaque en goutte assise) ont été¢ mises a incuber dans
des tubes de 750 pL. Les solutions correspondantes aux réservoirs (1 mL) ont été mises dans un pilulier de 4
mL dans lequel le tube est ouvert ; il a ensuite été refermé et scellé avec du parafilm. Cela a seulement été fait
pour le peptide le plus étudié, f-VGPLT-Am (5Mr). Comme précédemment dit, une solution de peptide est
mélangée a une solution de sels + tampon dans I’éppendorf pour obtenir les concentrations détaillées en Tableau
15. L’agarose a été ajoutée chaud a la solution précédente, et I’ensemencement réalisé selon le protocole déja
décrit. La surveillance d’apparition des cristaux peut se faire directement dans le pilulier passé sous la loupe
binoculaire. Apres les temps de cristallisation reportés en Tableau 15, correspondant a I’apparition des premiers
cristaux, les tubes ont été sortis et refermés afin de « stopper » ou ralentir la croissance cristalline. Les tubes
ont ensuite été conservés a I’incubateur a 30°C en attendant d’étre péchés pour réaliser de la diffraction des

rayons X.

7.2.2 Diffraction des Rayons X

7.2.2.1 Méthodes

La diffraction in-situ a été réalisée grace au montage expérimental mis en place par D. Jeangerard et
W. Shepard permettant de mesurer la diffraction des rayons X de cristaux directement dans la plaque de
cristallisation sans devoir les pécher et les congeler. Il sert aussi a pré-sélectionner les cristaux de bonne qualité,
en utilisant le « grid mode » ou en tirant directement sur des cristaux. Ce montage est le CRIBLEUR, montré

Figure 75. La plaque multipuits est montée c6té film vers le détecteur sur le portoir.!®!

Les cristaux ont été péchés avec des MicroMounts™ et MicroLoops™. Le cristal est péché directement dans
la goutte de cristallisation ou transféré dans un puits plus large (en ce qui concerne la cristallisation tube). Des
cristaux ont directement été placés sous le faisceau de rayons X et analysés mais la diffraction n’était pas
optimale. D’autres ont été congelés en les trempant dans une solution de Cryoprotection, pendant 15-30s, qui
correspond a la condition de cristallisation + 20 % de glycérol afin d’éviter I’explosion, due a la glace du cristal.
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Ensuite, ils ont été congelés dans I’azote liquide en les trempant dedans puis en les gardant dans un puck stocké

dans I’azote liquide. La diffraction sur boucle s’est faite sur un montage avec un goniométre classique.!'”’

7.2.2.2 Collecte et traitement des données

Le logiciel CrysAlisPro a été utilisé pour la collecte de donnée, le réajustement de la maille cristalline
et la réduction des données. La structure a été résolue par méthode directe avec le logiciel Olex et affinée par

la matrice des moindres carrés avec le méme logiciel.

Le logiciel XDS a été utilisé pour I’ajustement de la maille cristalline et I’intégration. La mise a I’échelle et la
réduction des données a été réalisées via AutoPROC. La méthode directe avec SHELXT a permis de résoudre
la structure, I’affinement par la matrice des moindres carrés a été réalisé avec SHELXL et OLEX utilisé comme
interface graphique. Les paramétres de position et d’anisotropie thermique de tous les atomes non-hydrogeénes
ont été affinés. Les atomes d’hydrogene étant localisés dans une carte de Fourier, ils ont pu étre repositionnés
géométriquement. Les détails expérimentaux sur les diffractions cristallographiques sont résumés en Annexe
9.

Le CRIBLEUR permet la collecte de diffraction RX de cristaux directement dans la plaque mutlipuits. Il est
possible de collecter a différents angles, mais seulement de + 45°. Dans notre cas, cela n’a pas suffi a résoudre

la structure, a la fois a cause de la mosaicité de nos cristaux mais aussi car ils étaient de symétrie P1.

En ce qui concerne la collecte des données sur le goniomeétre classique, en mode Cryo ou non, une fois la boucle
montée, un bras robotique permet de bouger le cristal comme souhaité et de I’orienter dans toutes les directions.
11 faut alors centrer la rotation sur I’endroit ol on veut effectuer la rotation, et ensuite effectuer une collecte en
rotation autour du cristal. Cela permet d’obtenir des informations dans toutes les directions de [’espace et de

remonter, si les informations sont suffisantes a la maille cristalline, mais aussi a la structure.

Le traitement des données cristallographiques a été réalisé par nos collaborateurs de I'IBMC.

7.2.3 RMN du solide

7.2.3.1 Préparation de I’expérience RMN du solide

L’analyse des cristaux a été réalisée en collaboration avec P. Bertani de 1I’équipe biophysique des membranes
et RMN. Les cristaux, apres avoir été lavés et séchés, ont été transférés dans le rotor RMN. Les cristaux ont été
transférés avec une petite spatule et tassés avec le « sample packer » adapté au rotor. En tout, environ 20 mg
de cristaux de peptides ont été transférés afin de pouvoir remplir le rotor. Une fois rempli avec les cristaux,

celui-ci a été scellé avec les bouchons adaptés. Le rotor a ensuite été placé dans le spectrometre RMN.
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7.2.3.2 Méthodes d’analyse en RMN du solide

1H-13C 1D CP-MAS : Les expériences 1D ont été enregistrées en utilisant un temps de contact de 2ms avec

une modulation tangentielle sur chaque fréquence. Le pulse du proton a 90° a été de 3 ps et la fréquence du

champ de découplage spinal de 80 kHz.

1H-13C 2D CP-MAS : L’expérience 1H-29Si Frequency switch Lee-Goldburg HETeronuclear chemical shift

CORrelation (FSLG HETCOR) a été acquise dans les mémes conditions que précédemment en utilisant la

FSLG pour améliorer la résolution dans la dimension du proton. 64 scans ont été enregistrés pour chaque

expérience a 256 t1.
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Annexes

Annexe 1 : Liste des structures cristallographiques étudiées classées par code PDB.

CP]O;:: Topologie (principalement §) CATH Famille Espéce (organisme) Nb de tours Rest()kn)tion
1FWY UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Escherichia coli 4 2.3
1G97 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Streptococcus pneumoniae 10 1.96
1HMO0 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Streptococcus pneumoniae 10 23
102Z UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Helicobacter pylori 9 2.1
1KRR UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Escherichia coli 6 2.5
1LXA UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase ACYLTRANSFERASE Escherichia coli K-12 10 2.6
10CX UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Escherichia coli 6 2.15
1SSM UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Haemophilus influenzae 5 2.15
1T3D UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Escherichia coli 5 2.2
1V3wW UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Pyrococcus horikoshii OT3 7 1.5
1XHD UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Bacillus cereus ATCC 14579 7 1.9
2GGO UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Sulfurisphaera tokodaii 8 1.8
21U8 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Chlamydia trachomatis 10 22
2P20 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Geobacillus kaustophilus HTA426 6 1.74
2RIJ UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Campylobacter jejuni 6 1.9
2V0J UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Haemophilus influenzae 10 2
2XAT UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase ACETYLTRANSFERASE Pseudomonas aeruginosa 5 32
3BSY UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Campylobacter jejuni 6 1.8
3BXY UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Escherichia coli 0157:H7 6 2
3CJ8 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Enterococcus faecalis 6 1.95
3DHO UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Enterococcus faccium 5 1.8
3EEV UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Brucella abortus 2313 5 2.61
3EG4 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Brucella suis 6 1.87
3F1X UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Bacteroides vulgatus ATCC 8482 5 2
3FS8 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 11 1.7
3FSX UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Mycobacterium tuberculosis H37Rv 6 2.15
3GOS UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Yersinia pestis 6 1.8
3GVD UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Yersinia pestis 5 24
3HSQ UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Leptospira interrogans 9 2.1
3IGJ UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Bacillus anthracis 6 2.6
3IXC UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Anaplasma phagocytophilum str. HZ 7 1.61
3KWE UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase LYASE Thermosynechococcus elongatus BP-1 7 1.1
3MC4 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Brucella abortus 2308 5 1.95
3MQH UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Bordetella petrii DSM 12804 7 1.43
30T™ UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase LYASE Methanosarcina thermophila 7 1.5
3PMO UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Pseudomonas aeruginosa 10 1.3
3Q1X UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Entamoeba histolytica 5 1.59
3R0S UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Campylot;e;cltgg JEXITE CSL(;b;go'l; f ‘;ﬂi NCTC 9 23
3R3R UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Salmonella enterica subsp. enterica serovar 7 12

Typhimurium
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g;:;:: Topologie (principalement ) CATH Famille Espéce (organisme) Nb de tours Rest()};;tion
3R5D UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Pseudomonas aeruginosa 6 1.8
3R8Y UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Bacillus anthracis 6 1.7
3SRT UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Clostridioides difficile 630 6 2.5
37157 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Arabidopsis thaliana 10 2.1
3TDT UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase ACYLTRANSFERASE Mycobacterium tuberculosis variant bovis 6 2
3TIO UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Escherichia coli K-12 7 1.41
3TKS8 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE 3TK11Burkholderia pseudomallei 1710b 6 1.8
3VBP UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Bacillus cereus SJ1 7 2.3
3VNP UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase gsa;lilua_cczilzﬁi‘ ;ﬁNgxel-clii’e Geobacillus kaustophilus HTA426 7 2.4
4E79 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Acinetobacter baumannii 10 2.66
4E6U UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Acinetobacter baumannii 9 141
4EA9 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Caulobacter vibrioides 6 0.9
4EQY UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Burkholderia thailandensis E264 9 1.8
4FCE UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Yersinia pestis CO92 10 1.96
4H70 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Vibrio cholerae O1 biovar El Tor str. N16961 5 2.17
AIHF UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFER?}?S%?}E{]D BINDING Escherichia COl'iclli-r} e2,DEischl‘1erichia coli str. 10 21
4M98 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Neisseria gonorrhoeae FA 1090 6 1.67
4M9C UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Acinetobacter baumannii 6 2.1
4MFG UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Clostridioides difficile 630 7 2
4MZU UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase ISOMERASE, TRANSFERASE Shewanella denitrificans OS217 7 2.2
4N27 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Brucella abortus 2308 7 2.73
4N6A UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Glycine max 5 1.75
4R36 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Bacteroides fragilis NCTC 9343 9 1.9
5B04 Initiation factor TRANSLATION Schizosaccharomyces pombe 972h- 6 2.99
SDEP UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Pseudomonas aeruginosa PA7 9 2.16
5E3R UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 6 1.85
5F42 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Francisella tularensis subsp. novicida U112 9 2.06
5JXX UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Moraxella catarrhalis BBHI8 9 3
502K UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Staphylococcus aureus subsp. aureus COL 5 1.38
5UX9 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Aliivibrio fischeri ES114 5 2.7
S5VMK UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Acinetobacter baumannii 10 2.55
6AMZ Acyltransferase TRANSFERASE Acinetobacter baumannii 6 2.5
6CKT Acyltransferase TRANSFERASE Legionella P“e““;,‘;f;ﬁifp“lzipi pneumophila str. 6 1.8
6GE9 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Mycobacterium tuberculosis H37Ra 10 2.26
6IVE UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase METAL BINDING PROTEIN Thermus thermophilus HB8 7 2.3
6JVU UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Klebsiella pneumoniac MGH 78578 5 2.8
6MFK UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE lizabethkingia anophelis 5 1.65
60SS UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase TRANSFERASE Proteus mirabilis HI4320 9 2.19
65C4 UDP N-Acetylglucosamine Acyltransferase METAL BINDING PROTEIN 6s¢7 candidate division MSBL1 archacon 7 26
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Annexe 2 : a) Chromatogramme HPLC du peptide 59m purifi¢ une fois, et b) LCMS montrant que le peptide est présent.
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Annexe 3 : a) Chromatogramme HPLC du peptide 35m1 pur, et b) analyse LCMS correspondante.
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Annexe 4 : a) Chromatogramme HPLC du peptide 35m2 pur, et b) analyse LCMS correspondante.
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Annexe 5 : a) Chromatogramme HPLC du peptide Smy pur, et b) analyse LCMS correspondante.
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Annexe 6 : a) Chromatogramme HPLC du peptide Smn pur, et b) analyse LCMS correspondante.
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Annexe 7 : a) Chromatogramme HPLC du peptide Smp pur, et b) analyse LCMS correspondante.
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Annexe 8 : a) Chromatogramme HPLC du peptide Smr pur, et b) analyse LCMS correspondante.

Annexe 9 : Tableau résumant les différents paramétres cristallographiques des deux peptides SML et SMn.

Paramétre/ Peptide f-VGPLT-Am (5M,) f-VGPNT-Am (5My)
Formule brute CasHssN19O14 CugHsgN19O14
Masse molaire, g/mol 512.30 513,55
Dimensions cristallines, mm 0.006 x 0.06 x 0.030
Systeme cristallin Triclinic Monoclinic
Groupe d’espace P1 P2,
Dimensions de la cellule unitaire :

a, A 4.833985 4.805

b, A 16.159267 13.471

¢ A 19.291795 19.849
a, © 66.1567 90.0

B,° 85.3626 94.011
v, ° 87.2601 90.0
T,K 100 100

Réflexions indépendantes 4154 1260

Limites de résolution 17.61 —0.95 (0.98 — 0.95) 19.80 — 0.87 (0.98-0.87)

Réflexions observes I > 2a(I) 2989 1241
Paramétres 676 327

R, 0.0957 0.0535

WwR, 0.1741 0.1361
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UNIVERSITE DE STRASBOURG

o’ Conception de peptides de novo
s’autoassemblant en hélice B gauche

- Maxime NAUDE o R

Résumeé

Les métalloenzymes artificielles représentent une option viable pour concevoir des catalyseurs
combinant les avantages de la catalyse homogéne et enzymatique afin de remplacer les catalyseurs
utilisés de nos jours, souvent a base de métaux rares et issus de la pétrochimie. Pour se faire, une des
maniéres est de concevoir rationnellement de petites unités peptidiques, appelées briques,
s’autoassemblant pour former des fibres stables et robustes. Un des repliements identifies pour cette
application est I'hélice B gauche de type | (LBH)(e.g. plusieurs exemples avec des métaux). Cette theése
présente l'analyse de séquences naturelles contenant des LBHs mettant en évidence les résidus
importants pour le repliement. Ensuite, a partir de cette analyse, des peptides formant des fibres tres
susceptibles de se replier en LBHs ont été congus et analysés par spectroscopies IR et CD,
fluorescence, TEM, modélisation... tout étant en accord avec le repliement attendu. Nous nous sommes
également intéressés a la conception d’'un motif minimal pouvant permettre la formation de mimes de
LBHs étudiés par DRX. Malheureusement, les structures ne sont pas en accord avec le repliement
attendu.

Mots clés: Conception rationnelle, métalloenzymes artificielles, peptides, autoassemblages, fibres,
cristaux

Résumé en anglais

Artificial metalloenzymes represent a viable option to design catalysts combining the advantages of
homogeneous and enzymatic catalysis to replace today's rare metal and petrochemical based catalysts.
One way to do this is to rationally design small peptide units, called bricks, which self-assemble to form
stable and robust fibers. One of the folds identified and promising for this application is the type | left-
handed B helix (LBH) (e.g. several examples with metals). This thesis presents the analysis of natural
sequences containing LBHs highlighting important residues for folding. Then, based on this analysis,
fiber-forming peptides highly susceptible to fold into LBHs were designed and analysed by IR and CD
spectroscopies, fluorescence, TEM, modeling... all in agreement with the expected folding. We were
also interested in the design of a minimal motif allowing the formation of LBHs mimics that could be
studied by XRD. Unfortunately, the structures are not in agreement with the expected folding.

Keywords: Rational design, artificial metalloenzymes, peptides, self-assembly, fibers, crystals




