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RESUME

Les peptides, agents naturels intervenant dans de nombreux processus biologiques, présentent
un intérét thérapeutique important. L'introduction de liaisons pseudopeptidiques dans des
peptides antigéniques est devenue, au cours de ces derniéres années, une stratégie des plus
intéressantes afin d'améliorer leurs caractéristiques physico-chimiques propres et leur aptitude
a interagir avec les effecteurs du systéme immunitaire.

Nous nous sommes intéressés a 1’étude conformationnelle de peptides antigéniques, seuls ou
en interaction avec des anticorps, par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire
(RMN) et modélisation moléculaire (MM). Trois thémes ont été abordés. Le premier concerne
I’étude de la région 600-612 de la glycoprotéine gp4l du virus de l'immunodéficience
humaine (VIH). La comparaison des propriétés conformationnelles du peptide correspondant
a la séquence naturelle et de plusieurs analogues a permis d’expliquer les variations d'activité
antigénique observées pour ces molécules. Parallelement a cette étude, nous avons recherché
a nous rapprocher de la géométrie de I’antigéne peptidique en interaction avec un anticorps.
Deux sujets ont été abordés dans cette optique : 1'étude du fragment C-terminal de I'histone
H3 et de ses analogues rétro-inverso, en interaction avec un anticorps monoclonal dirigé
contre la séquence naturelle, et I’analyse du role fonctionnel et structural de la
phosphorylation d'une tyrosine d’un fragment peptidique de la sous-unité B du récepteur de
l'acétylcholine (RACh) impliqué dans une maladie auto-immune : la myasthénie. Pour ce
faire, dans ces deux derniéres études, nous avons utilisé la méthode du transfert des NOE.

Les résultats présentés dans cette thése illustrent I'apport de la spectroscopie RMN et de la
modélisation moléculaire dans la détermination de structures tridimensionnelles et notamment
I'étude des relations structure/conformation/fonction.

ABSTRACT

The development of peptide-based drugs is strongly impaired by the high susceptibility of
peptides to proteolysis, which limits their therapeutic use. For many years, intensive work has
been focused on the synthesis of peptide analogues in looking for mimics with enhanced
activity and biological half-lives. Modifications introduced in peptides, such as modifications
of peptide bond or introduction of modified residues, provide pseudopeptides or
pseudomimetics with a higher metabolic stability.

We report conformational studies of antigenic peptides, free or bound to antibodies, by
nuclear magnetic resonance (NMR) and molecular modelling (MM). The aim was to
determine a structure-conformation-activity relationship and to resolve the structure of
peptides bound to an antibody. Mainly, three topics have been developed.

The first concerns the study of the 600-612 region of the human immunodeficiency virus
(HIV) gp41 glycoprotein. Comparison of several pseudopeptide structures with the natural
sequence allowed us to explain variations of antigenic activity observed for these molecules.
Then, we have considered the interactions between an antibody and an antigen. The 3D
geometry of this system has been investigated for two specific cases. The C-terminal fragment
of the H3 histone and its retro-inverso analogues, in interaction with a monoclonal antibody
directed against the parent sequence has been considered. Finally, the functional and
structural role of tyrosine residue phosphorylation for a fragment corresponding to the
receptor of the acetylcholine (AChR) B-subunit has been analysed. In these last two studies,
the TR-NOESY method was used with success.

The presented results illustrate the effectiveness of NMR spectroscopy and molecular
modelling in the determination of 3D models and in the study of structure-conformation-
activity relationship.
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INTRODUCTION GENERALE

La recherche de nouvelles familles de médicaments, le développement de nouvelles
stratégies vaccinales ou d'immunomodulation constituent un secteur important de l'activité de
nombreux laboratoires pharmaceutiques.

Les études structurales ne participaient, jusqu'a un passé récent, que dans une infime mesure a
I'élaboration de telles stratégies. Cependant, les évolutions remarquables des techniques
physico-chimiques et biophysiques ont facilité 1'étude des relations structure/activité et permis

d'aiguiller la recherche expérimentale en évitant les nombreux titonnements.

Les peptides et les protéines font l'objet de nombreuses études structurales puisqu’ils
sont impliqués dans tous les processus fondamentaux, cellulaires ou organiques. Pour ne citer
que quelques exemples, ils interviennent dans les catalyses enzymatiques, la défense
immunitaire, la génération et la transmission de l'influx nerveux, le transport de petites
molécules ou d'ions.

La connaissance de la structure tridimensionnelle de ces molécules constitue une base
indispensable a la compréhension de leur mécanisme d'action et parfois a la prédiction de
leurs propriétés fonctionnelles. L'étude du réarrangement spatial des résidus clés des sites

actifs assure la conception rationnelle de molécules plus ou moins actives.

Les protéines présentent souvent différents domaines structurés qui peuvent se comporter
comme des entités structurales indépendantes, intervenant dans des processus biologiques
définis. L’identification de ces régions actives a partir de fragments de protéines
recombinantes ou de peptides de synthése constitue la premiere tache essentielle des
biologistes.

Ces fragments peptidiques se lient souvent aux récepteurs avec une plus faible affinité
qu’avec la protéine native, car ils sont plus flexibles. Cependant, leur activité atteste qu’une
partie de ces molécules peuvent adopter la méme conformation que dans la protéine meére.

L’étude conformationnelle de ces molécules pourrait étre d’un grand recours a la



compréhension de leur mode de liaison aux récepteurs et constitue ainsi une approche a la
compréhension des processus biologiques.

En immunologie, l'utilisation de peptides correspondant a des épitopes viraux, bactériens ou
tumoraux pour induire les réactions de défense, est une stratégie prometteuse dans le
développement des vaccins synthétiques. Ils entrent également dans I'élaboration des kits de
diagnostic en tant que sondes pour la détection des anticorps chez les patients. Cependant, la
faible résistance de ces peptides a la protéolyse dans les fluides biologiques, leur mauvaise
diffusion a travers les syst¢émes membranaires ainsi que leur faible sélectivité vis a vis de la
cible souhaitée, due a une trop grande flexibilité conformationnelle, demeurent des facteurs
limitant leur utilisation thérapeutique. Il est probable qu'une diminution de la sensibilité des
peptides aux protéases peut augmenter considérablement leur immunogénicité. De nombreux
analogues pseudopeptidiques, composés dans lesquels une ou plusieurs liaisons amides sont
modifiées chimiquement, ont été proposégé’é dans ce but.

En effet, ils peuvent fournir, dans certains cas, une spécificité plus grande vis-a-vis du
récepteur et une meilleure résistance aux attaques protéolytiques. Ils présentent donc un
intérét thérapeutique non négligeable et leur synthése, dans le but de concevoir des
médicaments superactifs spécifiques, a fait 'objet d'intenses recherches en pharmacologie.
Depuis quelques années, des analogues ont été développés pour améliorer leur activité, leur
spécificité et leur stabilité vis-a-vis des protéases. Il est généralement admis que 1'activité des
biomolécules dépend de leur structure tridimensionnelle. Dans le but de rechercher une
relation structure/activité, un grand nombre d'études structurales ont été effectuées, tant sur

des peptides naturels que sur des analogues pseudopeptidiques.

A cdté des techniques de cristallographie par rayons X, la Résonance Magnétique Nucléaire
(RMN) occupe une place de plus en plus importante pour la détermination de la structure
tridimensionnelle de ces agencements polypeptidiques.

Cette méthode est utilisée en étroite association avec la modélisation moléculaire, qui permet
de combler dans une certaine mesure le manque de données fournies par la RMN.

La construction d'un modele 3D non équivoque, sur la base d'informations expérimentales
fournies par la RMN, requiert l'utilisation de méthodes de géométrie de distance, de

minimisation d'énergie et de dynamique moléculaire.

Dans le cadre de cette thése, cette démarche a été appliquée a l'analyse conformationnelle de

peptides et de pseudopeptides, seuls ou en interaction avec des partenaires biologiques.



Aprés avoir résumé dans un premier chapitre les bases structurales des peptides et énoncé
brievement les différentes méthodologies utilisées au cours de notre travail, a savoir la RMN
et la modélisation moléculaire, deux études seront présentées dans ce mémoire.

La premiére, décrite dans le chapitre II, est consacrée a I'étude comparative de la structure a
I'état libre (en solution dans le DMSO) d'un fragment peptidique et de plusieurs analogues
pseudopeptidiques faisant intervenir des modifications de la nature chimique du squelette
peptidique ou des chaines latérales. Ce peptide, qui est utilisé dans les trousses de diagnostic
commerciales, correspond au fragment immunodominant 600-612 de la glycoprotéine gp41
du VIH et se distingue par la présence d'un pont disulfure.

L'existence d'une relation structure/activité est étudiée a partir de la comparaison des
conformations adoptées par les peptides présentant une activité biologique et par ceux qui en

sont dépourvus.

Dans le chapitre III, nous présenterons I'étude de la reconnaissance moléculaire
antigéne/anticorps.

La connaissance de la géométrie locale du site d'interaction entre l'anticorps et son ligand est
fondamentale pour mieux appréhender le mode de reconnaissance spécifique de I'antigene par
I'anticorps, qu'il soit une macromolécule ou des peptides modifiés chimiquement. Cette
connaissance est également essentielle pour comprendre les mécanismes pathologiques des
maladies auto-immunes et permettre par l1a-méme d'explorer et de développer des approches
thérapeutiques efficaces.

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressés a ces deux aspects des
interactions antigéne/anticorps.

La premicre partie de ce chapitre porte sur I'étude des propriétés conformationnelles
comparées du peptide IKGERA et de ses analogues pseudopeptidiques correspondant a une
modification rétro-inverso, en présence d'un anticorps monoclonal. La séquence C-terminale
IRGERA, correspondant a ['épitope majeur de l'histone H3, est un bon modéle pour la
recherche de la relation structure/activité de ces analogues.

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés a I’étude de peptides mimant une
partie du récepteur nicotinique de l'acétylcholine (RACh) et comportant une tyrosine
phosphorylée. La destruction du RACh par les anticorps produit une maladie auto-immune, la
myasthénie (myasthenia gravis).

Il a ét€ montré que la phosphorylation des tyrosines affectait de nombreuses fonctions de

RACh. En effet, certains anticorps anti-RACh, dirigés spécifiquement contre les sites de



phosphorylation de la sous-unité 3, inhibent l'ouverture du canal ionique pour le transfert de
l'influx nerveux, ce qui tendrait a prouver que ces sites sont capables de controler ce canal.
Dans le but de déterminer le role fonctionnel et structural de la BTyr 367, une étude a été
menée sur le fragment peptidique (GTDEYFIRKPPSG) du RACh humain, phosphorylé et
non phosphorylé, a I'état libre dans le DMSO, et en interaction avec l'anticorps mAb 148.
Enfin, aprés la conclusion, nous présenterons dans trois annexes les principaux rappels
consacrés aux stratégies de modélisation moléculaire, a la théorie du TR-NOE et les données

expérimentales issues de I'étude du fragment VIH.



CHAPITRE 1

GENERALITES

CONFORMATION, PSEUDOPEPTIDES, RMN
ET MODELISATION MOLECULAIRE DES
PEPTIDES ET PROTEINES
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CHAPITREI  GENERALITES

Dans une premiére partie, nous rappellerons brievement les notions structurales relatives aux
peptides. Nous aborderons ensuite les modifications pseudopeptidiques, et plus
particulierement la modification rétro-inverso W[NHCO] et la substitution par des acides [3-
aminés. L’utilisation des cyclisations pour stabiliser une structure repliée spécifique sera
également abordée. Les implications structurales concernant ces trois modifications seront
discutées.

Une partie sera ensuite plus spécifiquement développée sur les principes de la résonance
magnétique nucléaire et de la modélisation moléculaire sous les contraintes géométriques

issues de la RMN.

I.1. STRUCTURE DES PEPTIDES

Les peptides résultent de 1'enchainement d'acides aminés, la liaison se faisant par le
couplage des groupes amines et carboxyles (formation de liaisons amides).
Ils possédent des propriétés spécifiques qui dépendent de la nature des fonctions chimiques
qui les caractérisent, mais également de leurs agencements conformationnels dans I'espace.
Ces propriétés conditionnent leurs roles biologiques extrémement diversifiés.
C'est pourquoi, pour comprendre leur fonction biologique, il faut étre capable de déduire ou

de prédire leur structure tridimensionnelle.

I.1.1. Conformation du squelette peptidique

La conformation du squelette peptidique est caractérisée par trois angles rotationnels
o, y, et @. Ces angles sont définis comme des angles de torsion autour des liaisons N-C%, C%
CO, et CO-N respectivement (Figure I-1).
Par convention,! les angles ¢ et y varient de —180° a 180°, et les valeurs ¢ = y = 180°

correspondent a une chaine peptidique étirée.
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aCis1

Figure I-1. Définition des angles rotationnels d'une unité peptidique utilisant la
nomenclature standard définie par la commission IUPAC-IUB! pour les

atomes et les angles de torsion.

En raison du caractére partiellement double de la liaison amide, l'angle ® ne prend que des
valeurs proches de ® = 0°, correspondant a la disposition cis de I'enchainement peptidique, et
de 0= +180°, correspondant a la disposition zrans (Figure I-2).

Lorsque le peptide est constitué d'acides aminés classiques, la différence d'enthalpie libre
entre les deux configurations cis/trans (AG, > 4 keal.mol™) est telle que l'enchainement est
totalement frans. Par contre, lorsqu' intervient un résidu proline ou des acides N-substitués, la
différence d'enthalpie libre entre les deux configurations diminue, et il peut exister un

équilibre entre les dispositions cis et trans.

Ca /H 0 H
N N

/4
O \COC' Ca \C(x'

Trans (0=180°) Cis (0=0°)

Figure I-2. Représentation des deux dispositions trans et cis de l'enchainement peptidique.
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I.1.2. Conformation des chaines latérales

Les chaines latérales adoptent des conformations diverses résultant des rotations
autour des liaisons simples. Leur conformation est décrite par les angles de rotations %1, X2,
%3... autour des liaisons et chglog respectivement.

Tous ces angles varient par convention de —180° a 180°.
Le plus souvent, ces rotations interviennent autour de la liaison C-C qui adoptent trois

conformations privilégiées (rotaméres t = 180°, g* = 60° et g’ = -60°).
I.1.3. Les motifs conformationnels

En théorie, une chaine moléculaire peut adopter une variété infinie de conformations
du squelette, chacune correspondant a un ensemble unique de valeurs pour les différents
angles de rotation du squelette. Cependant, beaucoup de ces conformations hypothétiques
peuvent étre exclues en considérant les recouvrements stériques défavorables.

Ainsi, les encombrements stériques entre atomes de résidus voisins le long de la chaine
peptidique réduisent de maniére importante le domaine conformationnel permis.

D'autres facteurs, tels que les interactions entre atomes non liés, les liaisons
hydrogéne, les interactions hydrophobes, la formation de liaison covalente (ponts disulfure)
ou les ponts salins interviennent. Ceux-ci sont suffisamment forts et spécifiques pour guider la

molécule vers une conformation hautement préférentielle, thermodynamiquement stable.

Grace a l'analyse conformationnelle des peptides et des protéines par des expériences
de RMN, spectroscopie infrarouge, dichroisme circv'aire et diffraction des rayons X,
différents motifs conformationnels ont été mis en évidence. Nous rappellerons bricvement les

principales structures repliées dans le cas des peptides.
a. Conformeére Cs

La structure Cs est la structure la plus simple, stabilisée par une liaison hydrogéne de

type i—i, fermant un cycle a 5 atomes.
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Elle est caractéristique d'une chaine étendue et a été principalement observée dans des petits

peptides (Figure I-3).

Figure I-3. Représentation de la structure étirée Cs stabilisée par une interaction i— i.

b. Coudes ou repliements

Les coudes ou repliements sont des motifs structuraux qui dans les peptides de petite taille (<

5 a 6 résidus), sont le seul mode de structuration de la molécule. Ils sont le plus souvent le

motif que reconnaissent les protéines (anticorps, récepteurs).2:3

On distingue différents types de repliements:

i. Repliement y

Le repliement y est défini par trois résidus, avec formation d'une liaison hydrogéne entre le
groupement carbonyle CO; et le groupement NHj,,, fermant un cycle a 7 atomes. 45

Les repliements ysont a.visés en deux classes: on distingue les repliements classique et
inverse.6-8 La chaine latérale du résidu médian peut se trouver soit en position équatoriale
(repliement inverse) (¢ = -75°, y = 50°) soit en position axiale (repliement y) (¢ = 75°, y = -

50°) (Figure I-4). La conformation équatoriale est généralement la plus stable.5:8.9
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h"’"‘“"-..
(i+2 = 1) ¢

® (b)

Figure I-4. Représentation des deux formes du repliement y caractérisé par une liaison
hydrogéne de type i+2— i.

(a): forme axiale; (b): forme équatoriale.

ii. Repliement [3

Le repliement ou coude B (B-turn) est constitué de quatre résidus et caractérisé par une
liaison hydrogéne intramoléculaire, de type i+3— i, fermant un cycle a 10 atomes (Figure I-
5).

L'appellation repliement 3 a été étendue par la suite a toute forme repliée "en épingle a
cheveux", qu'elle soit ou non le siege d'une liaison hydrogeéne intramoléculaire, a condition
que les atomes de carbone C* des résidus i et i+3 ne soient pas séparés de plus de 7A et que
ses constituants ne soient pas impliqués dans une hélice.

Il existe plusieurs familles de repliements [, classées et caractérisées par les valeurs des

angles (§is1, Yis1) et (Pis2, Yis2) (Tableau I-1).10

11 types de repliements ont été observés dans les protéines. Par exemple, les deux types I et I
différent par I'orientation de la liaison peptidique centrale. Le type N' est 1'image miroir du

type N (N représentant le type de coude suivant la nomenclature du Tableau I-1).
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BIII BvI

Figure I-5. Représentation des modes de repliement de type B les plus courants dans les
peptides et les protéines et caractérisés par une liaison hydrogéne de type

i+3—i11
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Coudes Résidu i+1 Résidu i+2
0 v 0 y
BI -60 -30 -90 0
BI 60 30 90 0
BII -60 120 80 0
BII' 60 -120 -80 0
BIII -60 -30 -60 -30
BIII' 60 30 60 30
BV -60 80 80 -80
BVIII -60 -30 -120 120
VI 60 30 120 -120
BVIal -60 120 -90 0
BVIa2 -120 120 -60 0
BVIb -135 135 -75 160
BIV Coudes exclus de toutes les autres catégories

Tableau I-1. Valeurs caractéristiques des coudes J.

Les coudes BVI comprennent une proline de conformation cis ou un acide N-

substitué en position (i+2).12

iii. Repliement o

Le repliement o concerne 5 résidus et est stabilisé par une liaison hydrogéne intramoléculaire,

de type i+4— i, fermant un cycle a 13 atomes.

Cette conformation a été rencontrée dans des peptides biologiquement actifs et des

depsipeptides.!3.14 Plusieurs types de repliements o ont été caractérisés. Lorsqu'un tel motif

se répéte, on obtient la forme hélicoidale o.
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iv. Repliement Asx

Le repliement Asx est observé quand une liaison hydrogéne s'établit entre 'hydrogéne amide
de la chaine peptidique en position i+2 et le carbonyle CO" de la chaine latérale d'un résidu
aspartique ou asparagine en position i (Figure 1-6).15,16

Ce motif structural a été initialement observé dans des structures cristallines de protéines.!”
On a ainsi pu recenser une cinquantaine de repliements Asx, dans les structures cristallines de
13 protéines.!® Avec des peptides modeles, il a été montré que cette interaction Asx renforce

la formation de repliement .19

Figure I-6. Repliement Asx dans la structure cristalline du peptide Boc-Asn-Pro-Ser(Bzl)-
NHMe.

c. Structures secondaires

Les hélices et les feuillets (Figure 1-7) sont des structures de premiére importance dans les
protéines glubulaires. La stabilité de ces conformations est le résultat de I'établissement d'un
réseau de liaisons hydrogéne répétitives.

Leurs caractéristiques angulaires sont présentées dans le tableau I-2:
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Structure ) W Résidus / tour
Hélice oy, 57 47 3.6
Hélice o -57 -47 3.6
Hélice 30 -49 -26 3.0
Feuillet B parallele -119 113 -
Feuillet B antiparalléle -139 135 -

Tableau I-2. Caractéristiques angulaires des hélices o et des feuillets p.

Figure I-7. Exemples de représentation des structures secondaires.

(a): hélice o (b): feuillets 3.20

L'hélice 3,0, formée par la répétition des repliements BIII, est une structure assez rare dans les
protéines; elle présente trois résidus par tour. Elle a été proposée par Taylor en 1941.21

C'est cependant une structure assez fréquente dans les peptides trop courts pour adopter la
structure hélicoidale o, ou contenant des résidus Aib (acide amino butyrique).22

En général, une hélice 3¢ est petite et irréguliére (3 a 4 résidus) et se situe a l'extrémité N- ou

C-terminale d'une hélice o..23
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d. Les liaisons disulfures

Les ponts disulfure, formés aprés oxydation par la liaison covalente des chaines latérales de
deux résidus cystéines, sont présents dans de nombreux peptides et protéines. Ces liens
servent a restreindre le nombre possible d'arrangements tridimensionnels que ces molécules

peuvent adopter. Richardson24 a identifié différentes catégories de ponts disulfure,

caractérisées par leurs angles internes Y, en particulier les angles 2, %3 et X2 (figure I-8).

X

/ S
) /@/
o i / X3

X2

Figure I-8. Représentation des angles internes ) caractérisant la liaison disulfure.

Suivant le signe de I'angle %3, on distingue deux groupes: les ponts a pas gauche (}3=-90°) et a
pas droit (33=90°), qui sont représentés en égale proportion. Les angles %, n'ont pas de
configuration privilégiée. Les angles %) peuvent adopter 3 valeurs (+60, -60 et 180°), avec une
préférence dans la position ol x;=-60°. On peut ainsi déterminer 4 grandes classes de ponts

disulfure, basées sur les signes de ces angles (Tableau I-3).

Type de liaison disulfure X2 Y3 X2 dc*c*
Left handed spiral - - - ~6A
Right handed hook + + - ~5A
Right handed spiral + - + ~6A

Short right handed hook - + - ~4-4.5A

Tableau I-3. Caractéristiques angulaires et dénomination des ponts disulfures.

Presque toutes les configurations a pas gauche se trouvent dans la configuration left handed
spiral (1=x1=-60° X2=X2=X3=-90°). La majorité des configurations a pas droit se trouvent

dans la configuration right handed hook () =)1=-60°; x2=120°; x2=-50°; %3=90°).
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1.2. LES PSEUDOPEPTIDES

Les peptides et protéines sont impliqués dans un grand nombre de processus fondamentaux.

IIs interviennent notamment dans les catalyses enzymatiques, la défense immunitaire, la
génération et la transmission de l'influx nerveux, le stockage et le transport de petites
molécules ou d'ions. De nombreux peptides, biologiquement actifs, isolés et caractérisés au
cours des trente derniéres années, présentent un intérét thérapeutique potentiel.

Leur préparation, dans le but de concevoir des médicaments superactifs spécifiques, non
toxiques et & durée d'action accrue, a fait I'objet d'intenses recherches en pharmacologie.25:26
Ainsi, I'insuline, utilisée pour le traitement du diabéte, est un des exemples les plus connus de
médicaments peptidiques commercialisés.

En immunologie, l'utilisation de peptides correspondant a des épitopes viraux, bactériens ou
tumoraux, pour induire les réactions de défense est une stratégie prometteuse dans le
développement des vaccins synthétiques. Ils entrent également dans 1'élaboration de kits de
diagnostic destinés a la détection d'anticorps chez les patients. Cependant, la faible résistance
de ces peptides a la protéolyse dans les fluides biologiques, leur mauvaise diffusion a travers
les systémes membranaires ainsi que leur faible sélectivité vis a vis de la cible souhaitée, due
A une trop grande flexibilité conformationnelle, demeurent des facteurs limitants.25:27 Pour
remédier a ces problémes et développer des analogues plus actifs, plus spécifiques et a durée
de vie accrue, de nombreuses approches ont été proposées. Par exemple, les cyclisations ont
été envisagées pour mimer plus précisément la région correspondante dans la protéine
parente, ou l'introduction d'acides aminés non naturels, comme les acides aminés B ou N-
méthylés. Des modifications de la nature chimique du squelette et plus particulierement de la
liaison peptidique, apparaissent également comme des stratégies intéressantes pour améliorer
les caractéristiques physico-chimiques des peptides antigéniques. En effet, les atomes
d'hydrogene et d'oxygene de la liaison peptidique peuvent, de la méme maniére que dans les
protéines, €tre impliqués dans des liaisons hydrogéne intramoléculaires et induire la
structuration de la molécule.28

Tout en respectant l'orientation et la nature des chaines latérales, responsables en grande
partie de la reconnaissance moléculaire des peptides, ces modifications ont conduit a
I'obtention de molécules présentant une meilleure résistance vis-a-vis de nombreuses
protéases, une structuration accrue ainsi qu'un meilleur franchissement des barricres

biologiques.
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Ces syntheses ont largement bénéficié des techniques de synthése peptidique en phase solide.
Elles ont connu un nouvel essor avec le développement de la chimie combinatoire, qui permet

la synthese simultanée d'un grand nombre de composés.

Afin de faciliter la compréhension des modifications pseudopeptidiques introduites dans la
séquence primaire des molécules, la nomenclature décrite par Spatola est couramment
utilisée.29 Par exemple, une modification pseudopeptidique introduite entre deux résidus sera
écrite X, W[A] X, ou A représente le groupe substitué au groupe amide entre les deux acides

aminés X,, et Xpp.

Des exemples de modifications sont présentés sur la figure I-9.

R1 |i| o] R1 o] R1 0]
'-.N/[\/N\!)J‘\ "‘-.llq/'\n/\:/u‘-‘ “.l?l/l\/\:/u'.‘
: R H O R H R2
Méthyléne amino Cétométhyléne amino Carba
Y[CH,NH] Y[COCH,] Y[CH, CH,]
liaison « réduite »

R1 o] Rl O O R1oHo 0
,?IJ\I/\)J ,ﬁ)\,r)k) '}"'\(NJ
H OH R2 H H = H CN R2
Hydroxyéthyléne Rétro-inverso Cyanométhyléne amino
‘P[CH(OH)CH;NH] Y[NHCO] Y[CH(CN)NH]

FI1 - R1 -

,!\,N NJ W

H2 H H O R2

Imino Aza Phosphonamide Phosphinate

Y[CH=N] Y[PO*NH] Y[PO*CH,]

i H R1 R2 BRI H R
NKJ RPN S
oo R H OH H O H O H O
Sulfonamide Hydroxyéthyléne amino Hydrazino
Y[SO,NH] Y[CH(OH)CH,NH] Y[CONHNH]

Figure I-9. Exemples de liaisons pseudopeptidiques.

Au cours de notre étude, nous nous sommes intéressés plus particulieérement a la modification
rétro-inverso Y[NHCO] et a la substitution par des acides P—aminés. Les implications

structurales concernant ces deux modifications seront discutées. Une partie sera plus
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spécifiquement développée sur les caractéristiques conformationnelles induites par différentes

cyclisations sur des peptides linéaires.
1.2.1. La modification rétro-inverso Y[NHCO]

La modification rétro-inverso Y[NHCO] est certainement, parmi toutes les modifications
pseudopeptidiques, I'une des plus anciennes et des plus utilisées. L'introduction de cette
modification peut étre envisagée sur une liaison peptidique, on parle alors d'analogue
partiellement rétro-inverso ou sur la totalité du peptide, ce qui conduit a un analogue
entierement rétro-inverso.

Un analogue entiérement rétro-inverso d'un peptide naturel est obtenu en inversant a la fois la
chiralité de chaque carbone C"H et la direction de la propagation de la chaine peptidique. On
admet généralement que sous l'influence de cette modification, l'orientation spatiale des
chaines latérales actives est conservée par rapport a celle du peptide parent. En superposant
les chaines latérales du peptide naturel et de l'analogue rétro-inverso, on observe l'inversion de
toutes les liaisons peptidiques (Figure 1-10). Afin de parfaire le mimétisme, I'extrémité N-
terminale peut étre remplacée par le dérivé gem-diaminoalkyle, et 'extrémité C-terminale par
un dérivé malonique. Pour éviter des problémes de charges ioniques et afin de simplifier les
syntheses, il est possible de bloquer les extrémités, par I'utilisation d'une résine de type amide

et par acétylation de l'extrémité N-terminale.

Rn+1 R,.H 0 II' Ri
\)H\ OH N OH
n N N < n
| H
H R, o O
H-L-AA,, — (L-AA),— AA,-OH H-D-gAA,,, - (D-AA)),— mAA,— OH

(a) Peptide Parent (b) Peptide Rétro-inverso (RI)

Hw\g\/,\ﬂ/k,m

H,N - D-AA ,, = (D-AA)),— D-AA, - Ac
(c) Peptide Rétro-inverso bloqué

uw

Figure I-10. (a) Peptide parent; (b) Peptide rétro-inverso; (c) Peptide rétro-inverso blogué.
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La modification rétro-inverso a été mentionnée pour la premiére fois en 1969 par Shemyakin
et coll.30 et a été développée par la suite par de nombreuses équipes.

Les méthodologies de synthése ainsi que les implications biologiques et structurales des
composés rétro-inverso ont €été notamment détaillées dans une revue de Chorev et
Goodman,3! et plus récemment dans une revue de Fletcher et Campbell 32

En immunologie, plusieurs applications intéressantes de l'approche rétro-inverso ont été
décrites dans la littérature a partir de 1994.

Guichard et al.33 ont montré que les peptides rétro-inverso, qui présentent des demi-vies 100
fois supérieures au peptide parent étaient immunogenes, c'est-a-dire capables d'induire la
production d'anticorps spécifiques chez un animal immunisé. Ces anticorps étaient également
capables de reconnaitre efficacement la protéine parente.

Parallélement, un groupe américain publiait des résultats similaires en utilisant un petit
peptide synthétique de 13 acides aminés, analogue d'une région de la protéine de surface
CD4*34 Les lymphocytes CD4" sont impliqués dans la pathologie de l'encéphalomyélite
allergique expérimentale (EAE), modele animal de la sclérose en plaques.

Il a été montré que des anticorps monoclonaux anti-CD4 inhibaient le développement de
I'EAE chez les rongeurs. Dans le cadre de cette étude, des effets thérapeutiques similaires ont
ét€ obtenus en utilisant un analogue cyclique entiérement rétro-inverso d'une région en boucle
de la protéine CD4. Les auteurs ont décelé, a l'aide d'anticorps, que le peptide rétro-inverso
générait une surface équivalente a celle du peptide parent, et surtout que I'analogue avait un
effet inhibiteur sur le développement de I'EAE.

En 1996, la méme équipe montrait qu'un peptide cyclique rétro-inverso correspondant a une
région du récepteur des immunoglobulines E (IgE), pouvait inhiber I'interaction entre I'IgE et
ce méme récepteur.35 Ce type d'étude permet par la méme de développer des composés
permettant le contrdle des maladies allergénes médiées par des IgE.

En 1995, Verdoliva et coll.36 ont observé que la capacité plus ou moins grande des anticorps 2
reconnaitre de maniere croisée des analogues différents, c’est-a-dire des structures différentes,
semblait étre un phénomeéne général. Un modele de reconnaissance a ainsi été proposé, basé
sur I'hypothése que les différents peptides adoptent une conformation particuliére lors de la
liaison a I'anticorps, ce qui permet a ce dernier de les reconnaitre de la méme maniére.

Cela a été confirmé par une étude structurale réalisée sur 1'épitope majeur du virus de la fievre
aphteuse (Foot and Mouth Disease Virus, FMDV). Outre la reconnaissance de l'analogue

rétro-inverso de cet épitope par des anticorps antivirus provenant d'animaux immunisés ou
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infectés, des études ont montré que l'analogue rétro-inverso induit, chez des cobayes
immunisés, une réponse neutralisante (avec des titres trés élevés) et protectrice contre
I'infection virale.37.38

Contrairement a Carver et coll.39, qui ont étudié ces peptides en solution dans le TFE et ont
suggéré que les deux composés adoptaient une structure en hélice o, droite pour la séquence
naturelle et gauche pour le dérivé rétro-inverso, Petit et coll40 ont étudié ces mémes peptides
en solution aqueuse et ont montré que I'analogue rétro-inverso RI est beaucoup plus structuré
que le parent dans sa partie C-terminale. En particulier, le squelette peptidique des deux
composés a pu étre superposé sur le segment 156-159 qui serait la partie reconnue par les
anticorps anti-VP1, ce qui expliquerait en partie les propriétés de réactivité croisée de ces
composés. La structuration plus importante de la portion 145-154 du peptide RI en coudes B
(alors qu'elle est tres flexible avec le peptide parent) serait probablement la cause de son

immunogénicité accrue.

Une étude4! réalisée sur un fragment du VIH et son analogue rétro-inverso a démontré
I'impact du solvant sur la structure secondaire. Les auteurs ont prouvé que les conformations
du peptide parent €taient conservées aussi bien dans des environnements polaires que non
polaires, alors qu'elles étaient plus dépendantes du solvant concernant son analogue rétro-
inverso. Ces résultats montrent que les conformations de ce dernier, présent sous forme
d'hélices ovdans le milieu polaire, sont partiellement déstabilisées dans un environnement
micellaire: le peptide adopte alors une structure plus étendue. Ces comportements
conformationnels différents dans des solvants polaires et non polaires pourraient expliquer les
différences observées au niveau de Il'activité de ces peptides. Par exemple, des tests
immunochimiques réalisés sur ce peptide rétro-inverso sur la prolifération des lymphocytes
(résultats non publiés) ont montré des activités plus faibles que celles du peptide parent. Les
auteurs suggerent que ces différences pourraient étre attribuées a I'influence des groupes C- et
N-terminaux. On a par exemple observé que certains peptides rétro-inverso#2:43 synthétisés
sans tenir compte des parties N- et C-terminales présentaient des différences d'activité
conséquente par rapport a leurs parents. Si ces groupes s'aveérent cruciaux pour l'activité

biologique, le concept RI s'avererait inefficace.

L'approche rétro-inverso comporte certaines limitations. En pratique, une telle modification

n'est applicable avec succeés que dans certains cas. La conservation topologique absolue des
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chafnes latérales des acides aminés D par rapport aux acides aminés L. demeure essentielle.
Depuis l'origine, ceci n'est pas vérifié dans toutes les modifications rétro-inverso.44

Lorsque la conformation du peptide biologiquement actif requiert des éléments structuraux
critiques, le concept RI cause des perturbations incompatibles avec une activité biologique.
Cela est d'autant plus vrai lorsque certaines liaisons peptidiques sont impliquées, leur
inversion entraine nécessairement des modifications structurales. Wermuth et coll.45 ont
réalis€é une étude conformationnelle systématique sur des peptides cycliques comportant le
motif RGD; tous les analogues rétro-inverso montraient des activités plus faibles par rapport
/ aux composés parent, a l'exception d'un seul cas. Les auteurs ont émis I'hypothése qu'en sus
de l'orientation des chaines latérales, la direction de certaines liaisons amide dans la séquence
RGD est cruciale pour une liaison optimale sur le récepteur. Cette hypothése a été confirmée
par une étude réalisée par Dal Pozzo et coll.46 sur des peptides linéaires comportant le motif

RGD.

L'approche rétro-inverso apparait comme une démarche originale dans le cadre de la
reconnaissance antigénique. Cependant, les études structurales entreprises jusqu'a présent ne
permettent pas de définir sans ambiguités les caractéristiques générales expliquant la

meilleure réactivité des rétro-inverso.

1.2.2. Les acides B-aminés

Les acides B-aminés, bien que moins abondants que les acides a-aminés, sont des composants

de plusieurs peptides naturels.47

La présence d'un groupement CH; supplémentaire dans le squelette de ces molécules était
supposée augmenter la liberté conformationnelle du résidu présent dans un enchainement

peptidique donné, et par-1a méme, donner lieu a des structures moins ordonnées que dans le

cas des acides o, aminés.
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Or les PB-peptides, composés exclusivement d'acides [-aminés, adoptent en solution des
conformations spécifiques intéressantes, beaucoup plus stables que celles de leurs analogues
o-aminés. Des peptides cycliques ou linéaires comportant des acides P-aminés peuvent
adopter des conformations en repliement B, en hélice ou en feuillet.48:49 D'autre part, leur
stabilité biologique suggere que des composés de ce type, comportant des chaines latérales
spécifiques attachées au squelette peptidique et ayant la géométrie adéquate, sont capables de
se lier a des récepteurs reconnaissant des enchainements o.. Ces propriétés, combinées a leur
stabilité vis-a-vis des protéases, suggerent que les B-peptides pourraient étre de bons candidats
pour la conception de médicaments.

Un certains nombre de [B-peptides pourraient étre immunogenes et il .serait intéressant de
pouvoir étudier comment une protéine globulaire telle qu'un anticorps réagirait du point de

vue de la reconnaissance immunitaire vis-a-vis d'un B-peptide.

1.2.3. Les cyclisations

Les ponts disulfure, formés par la liaison covalente des chaines latérales de deux résidus
cystéines aprés oxydation, sont présents dans de nombreux peptides et protéines. Ces liens
servent a restreindre le nombre possible d'arrangements tridimensionnels que ces molécules

peuvent adopter.

L'activité biologique est trés souvent liée a cette restriction conformationnelle dans les
peptides naturels. La liaison disulfure naturelle est certes essentielle, mais sa modification par
une liaison pouvant induire le méme type de structures secondaires peut conserver son
activité. Dans le cas de peptides antimicrobiens situés dans la partie C-terminale de I'espéce
Rana,50 la réduction du pont disulfure entraine une perte tota.c de l'activité, alors que le
remplacement des cystéines par des sérines conserve l'activité. Les auteurs ont montré que la
liaison disulfure stabilisait I'induction d'une structure en hélice o, mais que sa présence pour
l'activité dépendait de la structure primaire du peptide concerné. L'un des peptides linéaires
contenant une sérine posseéde la méme structure en hélice o et conserve ainsi l'activité. Son
analogue, ayant l'autre cystéine remplacée, ne conserve pas l'activité car incapable d'induire
une hélice a. Ces différences peuvent s'expliquer par le caractére hydrophile, stabilisant
I'hélice, plus ou moins important entre la sérine et la cystéine. Ces résultats peuvent ainsi
conduire a la possibilit€ de développer d'autres peptides actifs sans la présence de liaison

disulfure, souvent difficile a synthétiser.
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Dans d'autres cas, l'introduction d'une contrainte structurale peut permettre de conserver, voire
méme d'augmenter l'activité biologique d'un peptide.26,51 La cyclisation de peptides linéaires
a été appliquée avec succes dans le cas par exemple de o-melanotropine (0-MSH) et des
enképhalines.

La cyclisation par liaison disulfure ou l'introduction de chaines latérales liées de facon
covalente, telles que les ponts lactames par exemple, conduit & une augmentation et une
stabilisation de structures secondaires comme I'hélice ¢.52-59

Le pont lactame possede les avantages d'une synthése relativement aisée par les techniques de
synthése en phase solide, une bonne résistance 2 la protéolyse,457 et une insensibilité aux
conditions rédox dans les milieux biologiques.

Cependant, un fort degré de structuration n'implique pas forcément une bonne activité
biologique. C'est le cas par exemple de modeles peptidiques d'un domaine N-terminal
conservé de l'apolipoprotéine E, qui accroissent la liaison du "Low-density lipoprotein”
(LDL) via un récepteur autre que le récepteur du LDL.60 Les ponts lactames ont été utilisés
pour stabiliser des structures secondaires spécifiques. Dans cette étude, il ressort que le
peptide le moins structuré (avec une interruption de I'hélice o) est celui qui posséde la
meilleure activité, en raison de l'existence d'une boucle charniére capable d'adopter différentes
conformations. Cette derniére apparait comme essentielle pour moduler les interactions entre

l'apolipoprotéine E et ses différents récepteurs.

D'autre part, la taille des cycles mis en jeu peut jouer un rdle prépondérant dans la réactivité.
Par exemple, un cycle trop petit peut ne pas permettre un positionnement correct de la
molécule dans le récepteur pour une interaction optimale. Cela a été observé pour des
analogues cycliques de la mélanotropine: des cycles de 23 a 24 atomes montraient une activité
biologique prolongée®! mais des systémes plus petits (de 20 a 22 atomes) ne montraient plus

la méme activité.

Toutes les approches de modifications ne sont pas toujours compatibles avec une activité
biologique. Une grande majorité de modifications conduit a des composés inactifs ou trés
faiblement actifs, et cela varie énormément en fonction des fragments peptidiques considérés.

Une étude systématique des propriétés conformationnelles pourrait aider a mieux appréhender

les implications structurales mises en jeu.
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1.3. LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

Le principe de la résonance magnétique nucléaire repose sur l'interaction entre un champ
magnétique extérieur fixé et le moment magnétique d'un noyau atomique. Pour les peptides et
protéines, le noyau sera 'H, 13C ou "°N.

Dans ce champ magnétique imposé et homogene, les moments magnétiques de spin non nul
ont un mouvement de précession que I'on peut détecter et dont la fréquence est caractéristique
du noyau observé.

Le développement considérable des techniques de ]a RMN au cours de ces derniéres années
en a fait un outil efficace de détermination des structures tridimensionnelles de protéines et de
molécules biologiques en solution, par exemple des protéines, seules ou en interaction avec
un ligand.62,63

Le développement des méthodes d'expression permet maintenant d'avoir accés a un
enrichissement isotopique en *C et en "*N, et donc  la résolution de structures de protéines
de masse moléculaire de plus en plus élevées (jusqua 30 kDa), et ce, par le biais des
méthodes multidimensionnelles hétéronucléaires.64.65 Au-dela d'un poids moléculaire de 30
kDa, on pourra aussi marquer sélectivement un certain type de résidus (Lys, Leu, ...), ce qui

peut permettre d’obtenir des informations sur les interactions entre les différents partenaires.
I.3.1. Parametres RMN liés a la conformation

Les expériences de RMN apportent différents types d'informations, nécessaires a la

construction d'un modele moléculaire, que nous rappellerons briévement.
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hydrogéne intramoléculaires, ce qui entraine une plus forte variation du déplacement
chimique des protons amides solvatés.

Dans un milieu aprotique dipolaire comme le DMSO, une variation AS/AT inférieure a —3. 1073
ppm/K caractérise une liaison hydrogéne intramoléculaire et le proton amide responsable est

dit protégé du solvant.66.67
b. Les constantes de couplage vicinal *J

Le couplage spin-spin est un phénomeéne important en RMN.

Il provient de l'existence d'une interaction directe entre les noyaux, indépendante du champ
magnétique externe. Le couplage de protons séparés par trois liaisons dépend de la position
relative dans l'espace des deux noyaux. Dans le cas de 1'éthane, Karplus a montré que la

constante de couplage vicinal *J est reliée i I'angle diédre 0, formé par les deux plans définis

par chacun des protons et par la liaison centrale C-C, par la relation empirique:68

3J(Hz)= Acos’® - 0.28 avec A = 8.5 pour 0° < 6 < 90°
et A=9.5pour90° > 0 = 180°

Pour chaque type de liaison chimique, une relation de type Karplus spécifique a été étalonnée
de fagon semi-empirique a partir de molécules modeles pour tenir compte des variations de la
géométrie des liaisons, de 1'électronégativité et de l'orientation des substituants portés par les
atomes de carbone.

Dans le cas de la liaison amide, plusieurs relations ont été proposées.69-71

La dépendance conformationnelle de la constante de couplage Ing® pour les _ésidus c*

substitués est représentée sur la figure I-11.
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Figure I-11. (a) Dépendance conformationnelle de la constante de couplage Jyy” pour les
résidus C® substitués, en trait pointillé, % en train plein”0 et en tirets.”!
(b) Relation entre les constantes de couplage Jyy® et Ing™ en fonction de I'angle

¢ dans le cas de la glycine.”?
c. L'effet Overhauser nucléaire (NOE)

Lorsqu'il existe un couplage dipolaire (a travers l'espace) entre deux spins, l'irradiation de I'un
des spins par un champ magnétique se répercute sur le second entrainant une modification de
son aimantation. Ce mécanisme de relaxation croisée donne alors lieu a I'effet Overhauser
nucléaire. L'intensité de cet effet dépend de la distance r entre deux noyaux (proportionnelle a
r%). De ce fait, il ne se détecte qu'entre protons sratialement proches, c'est-a-dire séparés de
moins de 5A.

Lorsque l'on s'est assuré que les conditions expérimentales ne correspondent pas au
phénomeéne de diffusion de spin, les distances interprotoniques peuvent étre estimées en
comparant l'intensité des corrélations croisées V;; a l'intensité Vi d'un pic croisé de référence,
correspondant a deux protons dont la distance est connue.

La distance de référence est souvent la distance entre deux protons géminaux (1.78 A) ou
entre les protons H® et H* (2.48 A) du cycle aromatique de la tyrosine.

L'analyse conjointe des NOE et des constantes de couplage *J permet de caractériser les

structures secondaires des peptides et des protéines ainsi que les états rotationnels de la liaison
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C%CP de leur chaine latérale. Les distances interprotoniques et les angles diddres ainsi
calculés constituent un ensemble de contraintes qui seront introduites dans le champ de forces

des programmes de modélisation moléculaire.
1.3.2. La RMN appliquée a I'étude des biomolécules

Dés que le spectre protonique devient complexe, I'élucidation de la structure des
macromolécules d'intérét biologique nécessite I'utilisation des techniques de RMN a deux

dimensions.
a. RMN a deux dimensions

Une expérience a deux dimensions est constituée par l'enregistrement d'une série de spectres a
une dimension utilisant une séquence RMN composée de plusieurs périodes: 73

(i) une période de préparation des noyaux (retour a I'équilibre)

(ii)  une période d'excitation du systéme a l'aide d'une impulsion

(iii)  un temps t1 d’incrémentation

(iv)  un temps de mélange

(v) enfin une période d'acquisition du signal pendant un temps t2

On obtient ainsi un signal qui est fonction des deux temps d’évolution t1 et t2, dont la double
transformée de Fourier permet d'obtenir un ensemble de plusieurs spectres dans les deux
dimensions exprimées en fréquence (Hz). Dans les expériences homonucléaires, la diagonale
de ce spectre 2D correspond au spectre a une dimension classique. Hors diagonale
apparaissent des taches de corrélation caractéristiques du type de transfert choisi.

Par exemple, dans I'étude des molécules biologiques, quatre expériences 2D sont couramment
utilisées:

- TOCSY (total correlation spectroscopy) ou HOHAHA (homonuclear Hartmann Hahn),74.75,
qui permet I’identification du systeéme complet d’un résidu acide aminé donné.

- COSY et COSY DQF (correlation spectroscopy),’6 qui permettent de mettre en évidence des

protons couplés.
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- NOESY (nuclear Overhauser effect spectroscopy)’”.78 qui permet de mettre en évidence
d'éventuelles corrélations dipolaires entre deux protons dont la distance, a travers l'espace, est
inférieure ou égale a 5A.

- ROESY (rotating frame NOE spectroscopy), utilisée pour déterminer d'éventuelles

corrélations dipolaires inférieure ou égale a 3A, pour les molécules de faible masse.79-80

b. Interaction antigéne/anticorps

Du fait de leur taille relativement importante, il est difficile d'examiner les complexes
antigene/ anticorps par les techniques de RMN "classiques".

Par des techniques indirectes comme le filtrage dynamique8! et le transfert des effets
Overhauser nucléaires (NOESY transféré),82.83 il est cependant possible d'obtenir des

renseignements d'ordre structural sur la conformation de l'antigéne au contact de I'anticorps.

i. Filtrage dynamique

Les signaux RMN d'un anticorps (~150 kDa) sont trés élargis du fait du faible temps T»,
tandis que ceux de I'antigéne (~1 kDa) sont fins.

Le filtrage dynamique consiste a tirer partie de cette différence de largeur de pics pour
distinguer les parties de la molécule qui ne sont pas en contact direct avec le site de liaison a
I'anticorps et qui conservent ainsi un certain degré de mobilité, de ceux qui sont immobilisés

dans le site de liaison. La figure I-12 illustre ce phénomeéne.
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Figure I-12. Représentation schématique des expériences COSY et COSY avec filtrage

dynamique.8
ii. Expérience NOESY transféré (TR-NOE)

L’expérience de NOE transféré est un exemple particulier de I’expérience NOESY
« classique » réalisée lorsque les molécules de ligand sont en solution et en échange entre
I’état libre et I’état 1i€ a une protéine. L’échange rapide entre ces deux états est a ’origine
d’un transfert d’information provenant d’une relaxation croisée entre deux noyaux du ligand

lié vers les deux méme noyaux du ligand libre.
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Ligand Protéine Ligand-Protéine

Le phénomeéne de NOE transféré, en particulier concernant les TR-NOE intermoléculaires, a
été mentionné pour la premiére fois par Balaram et Bothner-By85:86 en 1972 sur l'interaction
d'’hormones peptidiques avec la neurophysine II.

En 1979, Albrand et coll.87 proposent d’appliquer cette technique & 1'étude des conformations
des ligands liés aux protéines. La théorie sur le transfert des NOE a été ensuite développée
par Clore et Gronenborn82,83, Depuis, I'expérience de NOE transféré a trouvé de nombreuses
applications®® et ses capacités, de méme que ses limites, ont été détaillées dans une revue de

Campbell et Sykes.89

Pics de la Pics
diagonale croisés

Libre @ - - A - A

Lié
+ B
sans échange Pics
larges
Lié
+ C
échange NOE
négatif

Figure I-13. Phénoméne du NOE transféré
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Dans une expérience NOESY, un peptide antigénique de masse relativement faible présente
en solution des effets Overhauser Nucléaire (NOE) nuls ou faiblement positifs du fait de sa
valeur 07, proche de l'unité, lorqu’il est a I’état libre (figure I-13-A).

Lorsque le ligand se lie étroitement a la protéine, il adopte le temps de corrélation de la
protéine, I’effet NOE devient négatif et peut atteindre une amplitude deux fois plus
importante. Cependant, les signaux RMN du ligand 1ié subissent un élargissement
proportionnel a 1/nT, trés important, ce qui rend les signaux pratiquement indétectables
(Figure 1-13-B).

Dans un systéme en échange, on peut détecter sur les signaux RMN de la forme libre des
informations concernant la structure liée du ligand au sein du récepteur. Le transfert
d’aimantation se traduit par des effets NOE négatifs et intenses. Les signaux observés sont
visibles et relativement fins puisque 1’on observe les résonances du peptide sous sa forme

libre (Figure I-13-C).

En pratique, la technique du NOE transféré consiste a choisir des conditions expérimentales
adéquates telles que les formes libre et liée du ligand s'échangent rapidement dans I'échelle de
temps des déplacements chimiques, mais suffisamment lentement dans 1'échelle de temps qui
régit I'établissement de I'aimantation des noyaux. Selon les constantes cinétiques de fixation
de I'antigéne a I'anticorps, cela correspond a un exceés plus ou moins important du ligand par
rapport a I'anticorps. Dans ces conditions, la partie du ligand reconnue par I'anticorps adopte
le méme temps de relaxation T, propre a l'anticorps et donne naissance a des effets NOE
négatifs assez intenses. Par exemple, pour une protéine de masse moléculaire 180000 et pour
un temps de mélange de 200ms, on constate que l'intensité du NOE transféré commence par
croitre lorsque la proportion [ligand]/[protéine] croit, puis décroit trés rapidement lorsque la
population du complexe ligand-protéine se situe au-dessous d'une valeur critique qui dépend

des constantes cinétiques de formation/dissociation du complexe (Figure I-14).
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M.W. 25000 mix=0.050s M.W. 180000 mix=0.200s

.30

0.25+

0.20+

0.15

0.10

tr-noesy Intensity

0.05+

0 25 50 75 100
% Bound % Bound

—0— 176A =—0— 2464 =0 2684 —-B—- 4JEA

Figure I-14. Courbe des intensités NOE en fonction du pourcentage du complexe ligand-

protéine pour deux temps de mélange, pour deux tailles du complexe et pour

différentes distances internucléaires. 89

Les équations théoriques essentielles qui permettent la meilleure exploitation expérimentale

de la technique TR-NOESY sont développées en annexe C.

1.4. LA MODELISATION MOLECULAIRE

La modélisation moléculaire est une méthode relativement ancienne qui a connu un
développement spectaculaire grace aux améliorations des capacités informatiques.

Elle est ainsi devenue partie intégrante du registre des méthodes d'analyse structurale, au
méme titre que la spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire et la diffraction des
rayons X.

Son but est entre autre de déterminer l'ensemble des structures tridimensionnelles de
molécules biologiquement actives, compatibles avec les données de RMN ou de RX. Cette
technique est particulierement utile lorsqu'il s'agit de rationaliser la conception de nouvelles
molécules a visée thérapeutique (drug design), de développer de nouveaux matériaux ou

encore d'étudier la réactivité moléculaire.
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I.4.1. Description physique

La description la plus compléte d’un systtme atomique est définie par I’équation de
Schrodinger :
H® (R, n)=E® (R, 1) (1)

Ou H définit I’hamiltonien du systeme

@ la fonction d’onde

E I’énergie du systéme.
En général, @ est une fonction dépendant des coordonnées et du noyau (R) et des électrons
(r).
Etant donné que les électrons sont 1800 fois plus légers que les noyaux et par conséquent,
plus rapides (approximation de Born-Oppenheimer), I’équation précédente peut se

décomposer en deux équations :

- I'une décrivant le mouvement moyen des électrons pour une position fixe des noyaux

H® (r; R)=E® (r; R) (2.1)

- I’autre celui des noyaux,
H® (R)=E® (R) (2.2)

ol E(R) est I'énergie potentielle du systeme considéré.

Cette derniére équation peut étre résolue par des calculs Ab Initio (Gaussian,%0 Turbomole,9!
etc ...) pour des petits systétmes ou par des calculs semi-empiriques (MNDO,92 MOPAC,93
AMPAC 9! etc ...).

Résoudre I’équation (2.2) est primordial si I’on s’intéresse a la résolution de structure ou a
I’étude de la dynamique d’une molécule.

En principe, I’énergie potentielle E(R) peut étre obtenue en résolvant I’équation (2.1) mais
cela demande un tel nombre de calculs que dans le cas général, on utilise une approximation
empirique de cette surface d’énergie potentielle appelée aussi champ de force.

Comme les noyaux ont une taille relativement importante par rapport a celle des €lectrons, on
peut considérer que les mouvements quantiques sont trés faibles, et I’équation (2.2) peut alors

étre remplacée par I’équation du mouvement de Newton :
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dv d*R
—=m—;
dR dt”

qui est a la base de la dynamique moléculaire.

1.4.2. Représentation de la surface d’énergie potentielle

Le champ de force est la représentation empirique de la surface d'énergie potentielle et
contient tous les parametres nécessaires aux calculs:

- La forme mathématique des équations mettant en jeu les coordonnées utilisées (longueur de
liaison, angles de valence et angles diedres) et les atomes non liés (termes électrostatiques et

de van der Waals).

- Les parameétres expérimentaux utilisés pour reproduire correctement la structure covalente

d’une molécule 94
Ces valeurs sont collectées a partir des résultats expérimentaux obtenus par spectroscopie
infrarouge, diffraction des rayons X, diffraction des neutrons ou a partir de calculs quantiques

ou semi-empiriques.

Le champ de force se décompose en plusieurs termes:

V(r)z'vlcwalcm) * V(non covalent)

On V(covalcnl}z Va+ Vo + V¢ + Vx"‘ V déformation

Vnon covalent) = Vvbw + Veiec. + VB

Comme on 1'a vu, chaque champ de force est caractérisé par son jeu de parameétres.

Ils ont ensuite été testés et affinés sur différents systemes. Cela implique que chaque jeu de
paramétres est adapté aux types de molécules pour lesquels il a été ajusté.

Certains champs de force sont plus particulieérement destinés aux petites molécules organiques
comme MM2°1 ou organo-métalliques comme ECFF.95

D'autres s'adaptent mieux aux macromolécules biologiques comme ECEPP%, AMBERY,
GROMOS% CHARMM?®? ou CVFE.95

Certains champs de force sont plus généralistes: TRIPOS100 ou CFF91.101
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1.4.3. Modélisation moléculaire a partir des contraintes de RMN

Le développement considérable des techniques de RMN au cours des derniéres années en a
fait un outil efficace dans la détermination des structures tridimensionnelles des molécules
biologiques.

Cependant, les données obtenues par cette technique ne sont pas suffisantes a elles seules
pour déterminer directement la structure tridimensionnelle.

A partir des données expérimentales, qui seront converties en termes structuraux: distances
interprotoniques et angles diedres, on élabore un modele qui doit étre raffiné, sachant que les
conformations stables sont celles de plus faible énergie.

La construction d'un modele 3D non équivoque, sur la base d'informations structurales,
requiert ['utilisation de méthodes de "géométries de distance", de minimisation d'énergie et de

dynamique moléculaire.

a. Données RMN utilisées dans les calculs de modélisation moléculaire

Les paramétres structuraux recueillis sont les intensités des pics NOE, obtenues a partir des
cartes NOESY (Nuclear Overhauser Spectroscopy) et les couplages vicinaux °J mesurés sur

une carte 'D et une carte COSY (Correlated Spectroscopy).
i. Données quantitatives

Données issues des spectres NOESY
L'intensité NOE est proportionnelle 4 la relaxation croisée ¢jj, Dans le cas d'une paire de spins
isolés et si on laisse le systeéme évoluer pendant un temps court (temps de mélange), la vitesse

de relaxation croisée est reliée a la distance interprotonique rjj comme suit:

1
Gij =f(T) —¢
G

A partir d'une distance de référence, comme vu précédemment, on peut obtenir une estimation

de la distance r;,
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nref

ij

Iij = Tref ou 1 représente l'intensité des pics NOE

Cependant, en raison de I'imprécision des mesures des intensités NOE, il est fréquent de

répartir les données selon des intervalles de valeurs permises, par exemple:

NOE fort 18 A—528A
NOE moyen 2.8 A —>3.8A
NOE faible 3.8 A —>5.5A

Ces imprécisions sont généralement dues a différents phénomenes parasites apparaissant lors
de l'acquisition du signal ou lors du traitement des données. Par exemple pour des temps de
mélange trop longs, l'apparition du phénomeéne de diffusion de spin dans les expériences
NOESY peut conduire & une sous-estimation des distances interprotoniques et a l'apparition
de signaux incohérents ou parasites, artefacts... D'autre part, en tenant compte des signaux
NOE partiellement superposés, on n'obtient qu'une estimation approximative de leurs
intensités et donc des distances déduites qui peuvent également étre une source d'erreur dans
les calculs de modélisation. De plus, l'absence d'attribution stéréospécifique des protons du
groupement méthyléne et du cycle aromatique de certaines chaines latérales peut également

conduire 2 des incertitudes sur les distances non négligeables, de I'ordre de 1A.

La conversion de l'intensité des signaux observés en distances interprotoniques exige a priori
la connaissance du temps de corrélation Tc des spins impliqués. Selon la théorie de Lipari et
Szabo,102 Je temps de corrélation effectif de la molécule comporte deux termes distincts: le
temps de corrélation rotationnel 1g et le temps de corrélation interne T;. L est cependant clair
que différentes parties de la molécule peuvent participer au mouvement collectif avec des
fréquences diverses. Leurs temps de corrélation seront en toute rigueur différents.
L'attribution d'un seul temps de corrélation pour l'ensemble des signaux observés afin
d'évaluer les intensités des pics NOE et les distances correspondantes peut, 13 encore, mener a

des résultats erronés.
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Données COSY

Les expériences COSY permettent de mesurer les constantes de couplage 3] entre protons
séparés par 3 liaisons, et ensuite d'accéder aux angles rotationnels ¢ et  grace a la relation

empirique de Karplus.

L op &

-r-m-'-b'q',ir'urlrﬁrw_

Figure I-15. Courbe de variation de la constante de couplage I Tun-u® en fonction de l'angle

¢ (d'apres Wuthrich).

La figure I-15 montre qu'il existe une indétermination de la valeur des angles diédres pour
certaines valeurs de °J. A I'exception des résidus Pro et Gly, on dispose a chaque fois d'au
moins deux valeurs possibles pour l'angle ¢ (dont la somme est égale a 240°). Par ailleurs,
pour chaque mesure de la constante de couplage vicinale | correspondante au résidu glycine,
on aboutit a quatre valeurs de 1'angle ¢.

L'analyse des valeurs permises pour les angles ¢ dans différentes protéines connues montre
que, a I'exception des résidus Asn, Asp et Gly, tous les acides aminés tendent a adopter des
valeurs négatives concentrées dans une région variant de —30° a —180°.24

Par conséquent, les valeurs des angles cont généralement données selon des intervalles de

valeurs possibles.
ii. Données qualitatives

Coefficients thermiques

L'étude des variations du déplacement chimique des protons NH en fonction de la température
nous renseigne sur l'accessibilité au solvant de ces protons. Une variation faible traduit
I'implication de ces protons dans des liaisons hydrogéne intramoléculaire, ou leur

enfouissement au sein de la molécule.
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Echange des protons amides

Les expériences d'échange des protons amides avec les protons deutérés du solvant peuvent
indiquer I'engagement des protons dans des liaisons hydrogéne intramoléculaire si I'échange
est lent.

Il est cependant trés difficile de convertir ces observations qualitatives en contraintes
"géométriques". Elles fournissent alors des informations qualitatives sur I'existence d'éléments

de structures secondaires.
b. Les différentes méthodes de géométrie de distances (DG)

Une fois les contraintes géométriques introduites sous forme de termes énergétiques
supplémentaires, on peut passer a des calculs de dynamique moléculaire. Pour cela, il est
nécessaire de disposer d'un jeu de coordonnées spatiales initiales.

Les méthodes de géométrie de distances, développées a l'origine par Crippen et coll. 103,104 3
partir de la théorie mathématique de Blumenthal,!05 permettent de générer un grand nombre
de structures initiales respectant les contraintes de RMN, et ceci avec un temps de calcul
modéré.

Ces différentes méthodes sont développées en annexe A.
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CHAPITRE II ETUDE STRUCTURALE DE PEPTIDES DE LA GP41 DE HIV-1

Depuis l'identification du Syndrome de I'Immunodéficience Acquise (SIDA) dans les pays
développés au début des années 80, 1'épidémie a provoqué la mort de 11.7 millions de
personnes, dont 4 millions de femmes et 2.7 millions d'enfants. Selon I'Organisation Mondiale
de la Santé, 5.8 millions de personnes ont été infectées en 1999 par le Virus de
I'Tmmunodéficience Humaine (VIH), agent pathologique du SIDA, et 33.6 millions de
personnes vivent actuellement avec cette maladie. En 1983, un premier virus, VIH-1 a été
découvert a 'Institut Pasteur de Paris,! puis en 1986, un second virus, nommé VIH-2 a été
identifié.2 Bien que VIH-1 et VIH-2 apparaissent comme similaires dans leur structure virale,
leurs modes de transmission et leurs conséquences, ils différent de par leur position
géographique d'infection. Le VIH-2 est présent majoritairement en Afrique de I'Ouest et ne

concerne que 1% des personnes séropositives.

Le SIDA est caractérisé par une détérioration graduelle des fonctions immunitaires. Au cours
du développement de l'infection, les lymphocytes CD4", cellules spécifiques du systeme
immunitaire, sont détruits et leur nombre diminue progressivement. Le diagnostic clinique du
SIDA est officiellement caractérisé par un nombre de lymphocytes CD4" inférieur & 200 par
microlitre de sang. Cette déficience rend les patients particulierement vulnérables aux

infections opportunistes qui s'installent, suite a I'affaiblissement du systéme immunitaire.

Trois modes de contamination sont possibles : la transmission par voie sanguine (par échange
de seringues et injections intraveineuses), par voie sexuelle et la transmission mére-enfant: au
cours de la grossesse, au moment de l'accouchement et lors de I'allaitement. e tableau II-1

recense les statistiques par région sur les cas de SIDA enregistrés en Décembre 1999.
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Statistiques et caractéristiques de I'épidémie de VIH/SIDA
par région, décembre 1999

Région Début Adultes et Nouveaux cas Taux de Pourcentage  Principaux modes
de I'épidémie enfants vivant  d'infection a VIH prévalence de femmes  de transmission#
avec le VIH/SIDA  chez les adultes chez les parmi les adultes chez les adultes
et les enfants adultes® séropositifs vivant avec
le VIH/SIDA
Afrique fin années 70 - 23.3 millions 3.8 millions 8.0% 55% Hétéro
subsaharienne début années 80
Afrique du Nord  fin années B0 220 000 19 000 013% 20% I, Hétéro
et Moyen-Orient
Asie du Sud fin années 80 6 millions 1,3 million 0,69% 30% Hétéro
et du Sud-Est
Asie de I'Est fin années 80 530 000 120 000 0.068% 15% ID, Hetero
et Pacifique Homo
Amérique latine  fin années 70 - 1.3 million 150 000 0.57% 20% Homo,
début années B0 ID. Hetéro
Caraibes fin années 70 - 360 000 57 000 1,96% 35% Hétéro, Homo
début années 80
Europe orientale débutannées 90 360 000 95 000 0.14% 20% 10, Homo
et Asie centrale
Europe occidentale fin années 70 - 520 000 30 000 0.25% 20% Homo, ID
début années 80
Amérique fin années 70 - 920 000 44 000 0.56% 20% Homo, ID.
du Nord début années 80 Hétéro
Australie fin années 70 - 12 000 500 01% 10% Homo, 1D
et Nouvelle Zélande début années 80
TOTAL 33,6 millions 5,6 millions 11% 46%

* Proportion d'adultes (ageés de 15 a 49 ans) vivant avec le VIHISIDA en 1999, d'aprés les stalistiques démographiques de 1998.
# Hetero : transmission hétérosexuelle : homo : transmission entre hommes homosexuels ; 1D : transmission par Injection de drogue.

Tableau II-1. Statistiques et caractéristiques de l'épidémie du VIH/SIDA par région,
Décembre 1999 (D'aprés ONUSIDA/OMS Programme Commun des Nations
Unies sur le VIH/ SIDA ).

L'énorme différence entre les pourcentages de personnes infectées dans les pays industrialisés
et dans les pays en voie de développement, pai.iculierement entre 1'Afrique (environ 70% des
cas) et le reste du monde, semble s'amplifier. Dans toutes les régions, les efforts effectués
pour une meilleure information et les nombreuses campagnes de prévention peuvent faire

reculer I'expansion de la maladie.

Cependant, la mondialisation des échanges humains entraine le déplacement et la
dissémination des foyers d'infections du VIH. Le diagnostic de cette maladie est donc
extrémement important afin d'éviter sa transmission involontaire et permet de proposer aux

personnes atteintes des traitements adaptés.
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IL.1. LE VIRUS DE L'IMMUNODEFICIENCE ACQUISE (VIH)

LE VIH est un rétrovirus de classe D, appartenant a la classe des lentivirus. Son virion a une
taille de 100 a 140 nm de diamétre. Il est enveloppé d'une bicouche lipidique qui comporte les
glycoprotéines virales (visibles sous forme de spicules au microscope électronique),
responsables de l'entrée du virus dans les cellules cibles. A l'intérieur de cette enveloppe, les
protéines virales (dont la transcriptase inverse et l'enzyme intégrase) forment un noyau de
forme conique. Le matériel génétique du virus est présent sous forme de deux brins d'ARN
identiques constitués d'environ 9800 paires de bases, convertis au cours de l'infection en ADN
proviral qui sera ensuite intégré dans I'ADN génomique de la cellule héte dans les ultimes
phases précoces du cycle viral. (figure II-1)

Une revue de Turner et Summers3 résume les informations structurales disponibles a I'heure
actuelle et relatives aux composantes du virus VIH. Elle établit également les différentes

relations structure/ fonction connues.
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Figure II-1. Représentation de la structure du VIH-1 (tirée du site AVERT;
http:\\www.avert.org, lllustration par Russel Kightley media).

L'enveloppe du VIH-1 est composée de deux sous-unités associées de fagon non covalente,
les glycoprotéines gpl20 et gp4l, résultant du clivage protéolytique de la glycoprotéine
précurseur gpl60.45 La glycoprotéine gpl20 permet au virus de reconnaitre la cellule a
infecter (notamment les lymphocytes CD4") et joue donc un réle important dans le tropisme

viral.6 Des analyses de séquence de la glycoprotéine gp120 de différentes souches de VIH-1
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ont permis de montrer la division de la protéine en 5 domaines conservés (notés C; a Cs) et de
5 domaines hypervariables (notés V; a Vs).”

La glycoprotéine gp4l (Figure II-2), quant a elle, est une glycoprotéine
transmembranaire qui permet la fusion des membranes virale et cellulaire:3 premiére étape au
relarguage du génome viral dans la nouvelle cellule hote. Elle est constituée d'une extrémité
N-terminale hydrophobe permettant la fusion membranaire, d'une hélice amphipatique
impliquée dans l'oligomérisation de la protéine, d'une boucle formée par un pont disulfure
(qui est un épitope important), d'une séquence d'ancrage a la membrane et d'une extrémité C-
terminale cycloplasmique de 150 résidus dont la fonction reste encore mal définie. La

molécule posséde également 5 sites de N-glycosylation.

Région Immunodominante

Extracellulaire Intracellulaire
— f———

Peptide de Domaine « Leucine
152 acides aminés

fusion zipper-like »

Gl
NH, T x H—// COOH
517 532 689 710
550 598 Région transmembranaire

Figure I1-2. Structure de la glycoprotéine gp4115

La structure de la glycoprotéine gp41 entiére n'a pu étre résolue a I'état natif mais différentes
données structurales ont pu étre obtenues a partir de domaines isolés, de fragments
peptidiques ou de mutants. Les structures tridimensionnelles de peptides correspondant a des
sous-domaines de la glycoprotéine du VIH ont été résolues par cristallographie.®-1! D'autre
part, la structure de la région 27-149 du VIS (virus de l'imunodéficience simien), dépourvue

de la partie fusogénique et comprenant les mutations C86A et C92A, a été résolue par

RMN.12-14
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Cette région appelée ectodomaine (e-gp41) est la région la plus conservée de la glycoprotéine

gp41, puisqu’il existe 50-60% d'identité entre les souches HIV-1 et VIS (Figure 11-3).
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Figure I1-3. Structure secondaire de e-gp41 du VIS, et alignement des séquences du VIH-1 et
de VIS

Le domaine de e-gp41 du VIS forme un trimére symétrique (Figure 11-4) dans lequel chaque
unité est constituée d'une hélice de 50 résidus en partie N-terminale (résidus 30-80) et d'une
hélice de 40 résidus en partie C-terminale (résidus 107 a 147), connectées entre elles par une
boucle de 26 résidus (résidus 81 a 106) qui ne présente aucune des caractéristiques d'une
structure secondaire réguliere. Cette boucle est cependant ordonnée et présente de nombreuses

corrélations non séquentielles.

Figure II-4. Représentation de la structure de e-gp41 du VIS (PDB code 2EZ0O)
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Les génes du virus sont répartis dans les deux brins d'ARN et sont encadrés par deux
séquences non-codantes ("“Long terminal Repeat" ou LTR). Trois catégories de génes ont été
dénombrées: les génes structuraux gag, pol, env, les génes régulateurs fat, rev et nef, et des
genes accessoires qui incluent vif, vpr, vpu, vpt et tev/ntv.

Le géne gag code une trés grosse protéine qui est clivée pour former les protéines du corps
viral, pol qui code la transcriptase inverse et env la glycoprotéine gpl60 de l'enveloppe
virale.(Figure II-5) Ces génes sont indispensables pour la fabrication de virus infectieux.
L'enzyme transcriptase inverse est I'élément clé du cycle de reproduction du VIH en
permettant la transcription de I'ARN en ADN avant son intégration dans le génome de la
cellule hote. Les médicaments antiviraux actuels (AZT, ddl, ddC) jouent sur l'interférence

avec cette enzyme a ce stade de la vie du virus.

ORGANISATION DU
GENOME DU VIH-1

793 2295
Gag

Figure II-5. Organisation du génome du VIH-1.

La durée de vie du virus a I'extérieur d'une cellule hote est courte car inférieure a six
heures.16-18 Pour cette raison, le virus doit pénétrer le plus rapidement possible dans un autre
lymphocyte T CD4". L'entrée du virus se fait par l'intermédiaire du récepteur CD4 qui a une
trés forte affinité vis-a-vis de la glycoprotéine gp120 (K, = 107° M). Aprés sa fixation, la
glycoprotéine gpl20 change de conformation, ce qui rend accessible une partie de gp4l,
impliquée dans la fusion des membranes du virus et de la cellule hote.19

Cette forte affinité explique en partie la disparition des cellules T CD4" chez les patients
infectés par le VIH. En effet, les cellules T infectées présentent a leur surface la glycoprotéine
gp120 qui interagit ensuite avec le récepteur CD4 des cellules T non infectées formant ainsi
une syncitia®. Ces syncitias sont considérées comme un corps étranger par le
systtmeimmunitaire qui les détruit ensuite naturellement a l'aide d'anticorps. On a découvert

rapidement de maniere expérimentale, que le CD4 est incapable a lui seul d'assurer I'entrée du

@ Yes cellules infectées peuvent fusionner avec d'autres cellules non infectées, formant un ballon géant appelé
syncitia: c'est la mort des cellules non infectées.
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virus.20 C'est ainsi par exemple, que le VIH est incapable d'infecter une cellule non humaine
méme si on I'a modifiée pour qu'elle exprime le CD4 a sa surface.

Au cours de ces dernieres années, deux corécepteurs majeurs CXCR-4 (fusine)® et CCR-52!
ont été identifiés respectivement pour les deux souches de virus. L'implication de neuf autres
récepteurs de chimiokines a été démontrée aussi lors du processus d'entrée du virus.22-25 Les
chimiokines sont des molécules synthétisées par l'organisme et étroitement impliquées dans
les processus inflammatoires et les mécanismes immunitaires. Le changement de
conformation de CD4, couplé au changement de conformation des glycoprotéines
gp41/gp120, permettrait le rapprochement des membranes du virus (ou de la cellule infectée
dans le cas d'une syncitia) et de la cellule portant a sa surface le CD4. Il y aurait alors
interaction entre le corécepteur et une portion de la glycoprotéine gpl120 connue pour étre
responsable du tropisme des souches virales, ce qui stabiliserait I'ensemble et rendrait possible
la fusion des deux membranes lors d'une étape ultérieure. Il a été d'ailleurs récemment montré
que le complexe gp120/CD4 interagit directement avec le corécepteur CXCR-4.26 11 est aussi
probable qu'il y ait un contact direct entre une boucle extra-cellulaire du corécepteur CCR-5 et
I'interface du CD4.27 On a en effet montré que les deux premiers domaines de CD4 inhibent
la fixation des chimiokines® MIP1-o. et MIP1-B sur CCR-5, alors qu'un CD4 soluble complet
ne le fait pas (le contact aurait lieu suite au changement de conformation du CD4, au cours
duquel cette interface doit se trouver exposée). Le mimétisme structural de la glycoprotéine
gpl120 avec les chimiokines conduit en outre a l'activation simultanée des protéines G, des
canaux a sodium et de la phosphorylation de certains résidus tyrosine de la cellule T CD4",28
Le mécanisme de fusion des membranes est assuré par l'extrémité N-terminale riche en
glycine de la glycoprotéine gp41.29 Une fois entré dans la cellule, le virus utilise alors une
partie de la m~chinerie cellulaire afin d'assurer sa réplication intracellulaire. Dés que les
membranes fusionnent, le cceur viral, contenant I'ARN, les protéines et les enzymes, est
introduit dans la cellule infectée. La transcriptase inverse convertit 'ARN en ADN et ce
dernier migre vers le cceur de la cellule, ou il est intégré a ' ADN de I'h6te grace a une enzyme
intégrase. Une fois intégré dans le génome de la cellule cible, 'ADN du VIH est appelé
provirus et est dupliqué avec les génes de la cellule chaque fois que cette derniere se divise.
Pour que le provirus puisse se répliquer, des ARN messagers (nARNSs) doivent étre fabriqués.
Ce processus est appelé transcription et est facilité par des enzymes cellulaires (notamment
I'ARN polymérase II). Les génes viraux peuvent en partie contrdler ce processus (par

exemple, fat code pour une protéine qui accélere le processus de transcription en se liant et en

®) Les chimiokines sont des molécules synthétisées par I'organisme et étroitement impliquées dans les processus
inflammatoires et les mécanismes immunitaires.



Chapitre II : Etude structurale de peptides de la gp41 de VIH-1 11-8

stabilisant une partie du nouvel ARN proviral). D'autres facteurs peuvent initier la
transcription. Les cytokines (protéines du systéme immunitaire impliquées dans la régulation
du systtme immunitaire sécrétées en grande quantité durant l'infection) peuvent aider a
activer le VIH.

Les mARNs sont amenés depuis le noyau de la cellule ou se situe le matériel
génétique vers le cytoplasme. Il y a ensuite traduction des mARNSs en protéines virales et
enzymes. En l'absence de la protéine virale rev, les mARNs produisent essentiellement des
protéines de régulation. Sa présence permet la mise en place des protéines issues des génes
structuraux et des enzymes.

Le cceur viral se rassemble prés de la membrane de la cellule hote, tandis que les protéines de
l'enveloppe virale s'agrégent a l'intérieur de la membrane. Une particule virale immature se
forme et est exportée hors de la cellule. Elle devient infectieuse grace a 'action d'une protéase

et elle peut a nouveau infecter une autre cellule.

Les caractéristiques générales du cycle de réplication du virus sont résumées sur la

figure II-6:
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1. Fixation

2. Fusion virale

3, 4. Transcription inverse

5. Synthése du second brin

6. Migration vers le noyau

7. Intégration

8. Période de latence

9. Phase précoce de transcription
10. Phase tardive de transcription
11. Traduction

12. Synthese des protéines

13. Glycosylation
14. Assemblage

15. Bourgeonnement

16. Particules matures

Figure II-6. Représentation du cycle de réplication du VIH (Tiré du site The Body, an aids

and HIV information ressource; http:\\www.thebody.com\niaid).

I1.2. INFECTION PAR LE VIH

Au cours de l'infection, le VIH développe plusieurs stratégies qui lui permettent d'échapper a
la vigilance du syst¢éme immunitaire de I'h6te, notamment par une grande variabilité
antigénique ainsi qu'une faible immunogénicité.30 La variabilité antigénique est
principalement due a un taux de mutation du virus important, engendré par des variations sur
une région de la glycoprotéine gp120 appelée boucle V3. Au cours de la propagation du virus,
différentes souches virales vont apparaitre par mutation chez une personne infectée. Les
souches vont différer de maniére importante dans leur capacité a détruire plusieurs types de
cellules et dans leur taux de réplication. Des souches de VIH chez des patients en phase
terminale sont généralement plus virulentes et infectent davantage de types de cellules que des
souches obtenues précédemment chez les mémes patients.

Ces nouveaux sous-types antigéniques échappent a la protection immunitaire de I'hote, qui est
dirigée contre la premiére souche infectante. Par conséquent, le VIH présent chez les sujets

contaminés se distingue par une population génétiquement hétérogene. Le SIDA se développe
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alors que le systéme immunitaire, débordé, ne peut plus faire face, entrainant la destruction
des cellules hotes indispensables a la réponse immunitaire.

La faible immunogénicité® du virus est pour sa part due a son tropisme.'” Les cellules hotes
du VIH, les lymphocytes CD4" jouent un role essentiel dans la réponse immunitaire. En effet,
elles sont impliquées dans la destruction des cellules qui exposent a leur surface des motifs
étrangers. Elles stimulent aussi la réponse humorale en apportant leur concours aux

lymphocytes B, précurseurs des plasmocytes, qui produisent les anticorps (Figure II-7).

Réle des CD4+

Induction des | hocytes T
Activation des macrophages ARLETIoN CeympRicyies

cytotoxiques

/V (CD8)

Sécrétion des cytokines B Induction des cellules
Natural Killer

(NK)

o —~—

Induction de la suppression
Séerétion des lymphocytes B de la réponse immune
(contrale)

Figure II-7. Role des CD4".

La destruction de ces lymphocytes équivaut donc a court-circuiter la réponse immunitaire,
aussi bien sur le plan humoral que cellulaire. De plus, la formation de syncitia vient accentuer
ce phénomene.

Le VIH infecte non seule.aent les cellules dont 1'organisme a besoin pour se défendre,
mais s'est adapté aussi a une reconnaissance immunologique particuliere en s'introduisant
dans l'intimité des interactions moléculaires. Il entraine des anomalies de fonction des cellules
infectées. Le champ du déficit immunitaire est donc trés étendu et va bien au-dela des CD4

méme si celles-ci ont un réle central dans le fonctionnement du systéme immunitaire.

© Capacité d’induire la production d’anticorps spécifique chez une personne immunisée.
@ préférence de certaines souches virales pour un certain type de cellules.
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I1.3. DIAGNOSTIC DE L'INFECTION PAR LE VIH

Le diagnostic d'une infection virale peut étre réalisé par la détection d'anticorps

spécifiques dirigés contre le virus ainsi que par la mise en évidence de particules virales ou de
matériel génétique d'origine virale dans les fluides biologiques (sang, salive...). Ce diagnostic
requiert des tests trés performants qui puissent accréditer rapidement et de maniére certaine la
séropositivité ou la séronégativité d'un patient vis-a-vis du virus.
Les critéres de performances sont donc la sensibilité (et la précocité), la spécificité mais aussi
la reproductibilité, la rapidité et le faible cofit. La sensibilité exprime la capacité de détection
d'un taux minimum d'anticorps ou d'antigéne. La spécificité fait référence a la détection
d'anticorps dirigés exclusivement contre un virus donné, d'antigénes spécifiques de ce virus
ou de matériel génétique propre a celui-ci.

Lors du dépistage du SIDA, les organismes de Santé recommandent de respecter
I'algorithme de test suivant (figure I1-8),31 qui fait appel a des méthodes de détection indirecte

(ELISA, Western Blot...) et directe (PCR, culture...).

2*ELISA

Il N

NRINIE NR/R R/R

l

Testde confirmation 1

Compte-Rendu

< e s

Testdans 6 mols PCR /culture

Nepanit Positif
Testde confirmation 2
N R IND R
Testdans 6 mois PCR /eulture
R Réactif
NR Non Réactif
IND Indéterminé

Figure II-8. Algorithme de diagnostic du VIH.
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I1.3.1. Détection indirecte

Les méthodes de détection indirecte (basées sur la mise en évidence de la présence d'anticorps
spécifiques dirigés contre le VIH, figure II-9) sont utilisées en routine dans les centres de
transfusion et dans les hopitaux. Les tests ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
rapides et d'utilisation aisée, sont les plus courants. IlIs font appel a différents principes:
indirect, compétitif ou sandwich. Ils utilisent un support solide sur lequel différentes formes
d'antigénes du VIH sont adsorbées. Des spécimens a tester ainsi que des conjugués sont
incubés ou simultanément (test compétitif) ou séquentiellement (test indirect) avec les
antigenes adsorbés. Les anticorps anti-VIH entrent en compétition avec les conjugués pour les
antigénes immobilisés (test compétitif) ou sont fixés par ces antigénes, formant des

complexes antigéne/anticorps, qui sont ensuite fixés par les conjugués (test indirect).

VIH 1
Gp 160 r

VIH 1
Groupe O
Gp 41 pep

VIH 2
Gpi6r

Sérum Ag/Ac Biotinylés  Strepta-PAL  Substrat

1w 18 i)

Lavages Lavages Lavages

Figure II-9. Test de diagnostic du VIH de 3° génération

Ils sont détectés grace a la mesure de l'intensité (absorbance) de la coloration formée aprés
addition du substrat approprié. Cette intensité est inversement (test compétitif) ou directement
(test indirect) proportionnelle a la concentration des anticorps VIH dans I'échantillon a tester.
Un échantillon est considéré comme réactif aux anticorps VIH si son absorbance est au-
dessous (compétitif) ou au-dessus (direct) d'une certaine valeur. La fluorescence est
également utilisée comme indice de détection. Ces tests ne sont cependant pas suffisamment
fiables a eux seuls. Des tests de confirmation sont souvent nécessaires (test
dimmunoempreinte Western Blot (WB), test dTImmunofluoresence indirecte IFA

(ImmunoFluorescence Assay), test de radioimmunoprécipitation RIPA
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(RadioImmunoPrecipitation Assay)). Ces tests sont toutefois trés onéreux et de manipulation

moins aisée que les tests ELISA.

Les tests ELISA possédent un haut degré de sensibilité alors que les tests de
confirmation ont une trés haute spécificité. Ces deux types de tests doivent étre réalisés en
paralléle pour permettre d'obtenir des résultats d'une grande précision et d'une grande fiabilité,

car aucun d'entre eux ne possede les qualités extrémes requises pour le diagnostic du VIH.

Les sociétés de diagnostic ont donc effectué de gros efforts pour améliorer les tests ELISA,
afin de diminuer au maximum les faux-positifs et surtout les faux-négatifs, et ainsi réduire les
tests de confirmation. Les tests de premiere génération utilisaient des fragments du VIH ou
des constituants de la capside du virus par exemple comme antigéne adsorbé sur les plaques
de titration. L'introduction de peptides synthétiques ou de protéines recombinantes dans les
tests de seconde génération a permis de diminuer les faux positifs, d'augmenter la sensibilité
et de détecter plus rapidement les taux de séroconversion, c'est-a-dire la séropositivité d'un
patient lors de la période de primo-infection (La période de primo-infection est caractérisée
par les signes cliniques consécutifs a la contamination mais qui sont non-spécifiques d'une
infection au VIH). Les tests de troisiéme génération se distinguent simplement des précédents
par un mode de révélation plus spécifique, capable de détecter la majorité des
immunoglobulines dirigées contre les antigénes présents dans les tests.

La plupart des tests commerciaux détectent les anticorps IgG, bien que les IgM constituent le
premier groupe d'anticorps présents dans l'organisme en réponse a une infection virale. La
détection d'IgG comprend donc certaines limitations puisqu'elle ne permet pas de mettre en
évidence les cas de séroconversion débutante (présence d'IgM sans la présence encore des
IgG: Figure II-10), ou de distinguer les anticorps de la mére de ceux de l'enfant, chez les
nouveaux-nés. Afin de contourner ce probléme et détecter simultanément IgG et IgM, la
révélation des tests de troisiéme génération s'effectue par l'intermédiaire d'antigénes biotinylés
qui se fixent spécifiquement sur le complexe antigéne/anticorps préalablement formé suivi de
l'addition de streptavidine couplée a la peroxydase. Dans le cas des enfants infectés, la

détection des IgA a été développée en paralléle et donne de bons résultats.
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Figure I1-10. Cinétique d’'apparition des anticorps spécifiques anti-VIH.

I1.3.2. Détection directe

a. Détection de l'antigéne

La détection des antigénes du VIH s'effectue couramment par des tests ELISA, par
adsorption d'anticorps monoclonaux spécifiques d'un antigéne du virus (Figure II-11). Cette
stratégie est particulierement intéressante dans le cas d'antigénes présents dans les sérums des
patients mais insuffisamment immunogénes in vivo pour induire une quantité d'anticorps
suffisante. Ce test est moins sensible que les précédents dans la mesure ou I'antigéne peut étre
soumis a un phénoméne de compétition entre les anticorps présents dans le sérum et les
anticorps issus du test. Ce phénomeéne conduit fatalement a une baisse de la quantité

d'antigéne détectée.
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Figure II-11. Test de diagnostic du VIH de 4° génération avec détection de l'antigéne p24 par

un anticorps monoclonal adsorbé sur la plaque de titration.

b. Isolement du virus

L'isolement du virus a partir des lymphocytes totaux isolés du sang circulant ou des
ganglions a été étendu aux monocytes et macrophages. Cette technique est longue, difficile et
cofiteuse. Il est possible désormais de séparer les lymphocytes T4 des autres cellules, et de les
mettre seuls en culture. Cette modification des techniques permet un meilleur isolement de ce

virus toujours présent chez les séropositifs, mais quelquefois difficile a mettre en évidence.

¢. PCR

La technique PCR (Polymerase Chain Reaction) est basée sur l'amplification d'une
partie du génome viral. Aprés extraction de 'ADN du matériel biologique a analyser, il est
possible de produire un grand nombre de copies de la région du génome du VIH étudiée en
utilisant comme amorces les parties les plus conservées de plusieurs génes. La technique PCR
peut amplifier plus d'un million de copies d'ADN en une heure, a partir de 10 microlitres de
sang. La sensibilit¢ de cette technique en fait aussi ses limites, et elle est pratiquée
uniquement dans les laboratoires de quelques grands centres hospitaliers ou de recherche.

Une PCR reste cependant encore onéreuse et impose des conditions trés rigoureuses de

travail, ce qui limite son utilisation a des laboratoires trés spécialisés.
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I1.4. CHOIX DU FRAGMENT 600-612 DE LA GLYCOPROTEINE GP41
COMME SONDE ANTIGENIQUE

Lors de la conception d'un test ELISA, deux points sont particulierement importants a prendre
en compte: d'une part, la région antigénique sélectionnée doit posséder une bonne
immunogénicité dans le virus afin qu'elle induise in vivo un fort taux d'anticorps lors de la
réponse antivirale, ainsi qu'une trés bonne antigénicité afin de réagir trés fortement avec les
anticorps spécifiques; d'autre part, elle doit correspondre a une région trés conservée entre les
différentes souches du virus. Si ce n'est pas le cas, il est nécessaire de les détecter en présence

de différents épitopes.32

Les premiéres études sérologiques réalisées sur des individus infectés par le VIH-1 ont révélé
que les constituants de l'enveloppe, les glycoprotéines gp4l et gpl20 sont hautement
immunogenes.33 La recherche de séquences potentiellement antigéniques, d'aprés le profil
d'hydrophobicité de la protéine gp41l, préconisé par les programmes de prédiction de
séquences antigéniques, a permis de sélectionner une région localisée vers l'extrémité N-
terminale.34 Afin de déterminer plus précisément le constituant antigénique reconnu par les
anticorps, une sériec de peptides relatifs a cette séquence a été testée a l'aide de sérums de
patients infectés par le VIH-1. Ces expériences ont montré que la séquence 598-609 était
fortement antigénique. Une séquence minimale de 7 acides aminés contenant 2 résidus
cystéines s'est révélée comme un épitope essentiel dans la reconnaissance immunitaire. Le
remplacement d'une de ces cystéines par une sérine affecte considérablement la
reconnaissance, ce qui a permis de mettre en évidence la présence d'un pont disulfure
responsable de l'essentiel de l'activité antigénique.35:36 Cette région de gp41 apparait comme
extrémement conservée parmi les différentes souches du VIH-1.37-42 Un simple test ELISA
permet ainsi la détection et la distinction de différentes souches de VIH-1. Il est également
possible de distinguer a l'aide de cet épitope les patients séropositifs infectés par le VIH-1 ou
le VIH-2,43 dans la mesure ol I'homologie globale de séquences de protéines
transmembranaires entre VIH-1 et VIH-2 n'est en fait que de 44%.44

L'épitope 600-609 constitue ainsi une séquence antigénique minimale et importante pour le
diagnostic des infections par VIH-1 et VIH-2.

Dans le cadre de notre étude, cette séquence minimale a été étendue au fragment 600-612 en y

adjoignant des résidus supplémentaires de part et d'autre de la boucle. (Figure II-12)
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I |
Ac Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ala OH
600 612

Figure II-12. Représentation de la séquence 600-612 de la glycoprotéine gp41 du VIH-1.

II.5. ETUDES DES ACTIVITES ANTIGENIQUES DES DIFFERENTS
ANALOGUES

Dans le but d'étudier les effets de certaines modifications sur la reconnaissance antigénique du
peptide cyclique 600-612 par des anticorps, différents analogues ont été synthétisés. Leur
activité antigénique a été évaluée par des tests ELISA (Les modes opératoires sont décrits en
Annexe B). Ces différentes expériences ont €té réalisées a I'IBMC, au sein des équipes de
Jean-Paul Briand et de Sylviane Muller.

Trois types de modifications ont été envisagés. La nomenclature utilisée est résumée sur la

figure II-13.
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Figure II-13. Schéma des différents analogues étudiés.

I1.5.1. Activité antigénique des analogues rétro-inverso

La synthése peptidique du composé a conduit a deux diastéréoisomeres. Le produit €lué le

plus rapidement en HPLC a été appelé RII et le second RI2. L'activité antigénique de ces

deux composés a été évaluée dans un premier temps par un test ELISA indirect. Les résultats

de ces tests (Tableau II-2) indiquent sans ambiguité I'absence de reconnaissance antigénique

des analogues rétro-inverso par les anticorps présents dans les sérums des patients.

Un second test, appelé "phase anticorps" a également été réalisé. Dans ce test, un anticorps

monoclonal reconnaissant le fragment 600-612 (dans notre cas, il s'agit de l'anticorps 11B3,

dirigé contre la glycoprotéine gp41 entiere), est immobilisé sur une plaque de titration et

réagit avec les peptides libres en solution qui sont additionnés dans une étape ultérieure. La

détection des peptides reconnus par l'anticorps spécifique est réalisée par l'addition d'un

conjugué a base de streptavidine.
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On mesure le titre a 50% d'anticorps qui exprime la dilution de l'anticorps nécessaire pour
obtenir une densité optique de 1500. En fait, plus on dilue, et plus la reconnaissance
antigénique est importante.

Les résultats, donnés dans le Tableau II-2, corroborent l'absence de reconnaissance
antigénique. Les deux tests, réalisés conjointement, montrent bien que I'absence de

reconnaissance n'est pas due a un simple probléme d'adsorption sur le support polymére.

Tests Tests ELISA indirects réalisés avec les sérums de patients Phase
(Ac : anticorps anti-Fc d'IgG humaine) anticorps
Sérums ~ Négatif | 2 3 4 5 6
600-612 195 2356 2250 687 2500 1390 2500 1902
Blanc 13 28 71 29 14 19 144 -
RII 200 53 40 31 29 20 48 21
RI2 218 32 28 31 17 23 43 115

Tableau II-2. Résultats des tests réalisés sur le peptide rétro-inverso.
I1.5.2. Activité antigénique des analogues "réduits"

Dans le but d'étudier les effets de certaines modifications sur la reconnaissance antigénique du
peptide cyclique 600-612 par des anticorps, différents peptides réduits ont été synthétisés,
dans lesquels une des liaisons peptidiques a I'intérieur de la boucle et adjacentes a celle-ci a
¢té substituée successivement par un lien pseudopeptidique méthyléne amino W[CH,NH]
(analogues "réduits"). Ces derniers ont été modifiés au niveau des liaisons peptidiques se
situant a l'intérieur de la boucle et adjacentes a celles-ci.

Par des remplacements systématiques, il est possible en théorie d'évaluer la contribution de
chaque liaison peptidique dans la reconnaissance du peptide naturel par les anticorps.

Les tests ELISA ont été réalisés selon les deux méthodes (indirecte et "phase anticorps")
citées précédemment. Cela a le mérite d'une part, avec le premier test, de nous placer dans les
mémes conditions que lors des tests de sérums des patients en milieu médical, et d'autre part,
avec le second test, de déterminer si les analogues sont mieux reconnus lorsqu'ils sont libres

en solution ou adsorbés sur le support polymere.
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a. Réactivité de l'anticorps monoclonal 11B3

La reconnaissance antigénique des analogues réduits a été évaluée en présence de l'anticorps

monoclonal 11B3. Un peptide correspondant a la séquence 600-612 mais dans lequel les

cystéines ont été remplacées par des sérines a servi de témoin négatif.

Les résultats sont résumés dans le tableau I1-3:

Peptides Phase anticorps ELISA indirect

600-612 489 4883 4514
Y0: GlyW[CH,NH]Cys 248 4221 5000
Y1: Cys¥W[CH,NH]Ser 49 2560 3108
W2: Ser'Y[CH,NH]Gly 34 2320 2532
V3: Gly'W[CH,NH]Lys 41 10 10
V4: Lys'Y[CH,NH]Leu 172 3984 4677
¥'5: Leu'Y[CH,NH]Ile 287 4966 4108
V6: Tle'W[CH,NH]Cys 145 3613 4123
¥Y7: CysW[CH,NH]Thr 563 3353 4313
Témoin (Sergos, Sergoo) 10 917 1381

Tableau II-3. Titres en anticorps 11B3 des pseudopeptides réduits (Titres a 50% d'anticorps

pour une densité optique de 1500).

Les pseudopeptides sont dans leur majorité tous reconnus par I'anticorps monoclonal 11B3.

Dans les deux méthodes, les pseudopeptides W0 et . 7 figurent parmi les mieux reconnus

avec des titres comparables a celui du peptide naturel. Il est a noter que dans ces deux cas, la

liaison pseudopeptidique est localisée a l'extérieur de I'heptamére immunodominant, ce qui

confirme bien que l'intégralité de la boucle est essentielle au maintien de la reconnaissance

antigénique du peptide 600-612 par les anticorps.

On constate qu'une reconnaissance antigénique plus faible est enregistrée pour les

pseudopeptides dont la liaison réduite se situe dans la région CSGK. Au contraire, la région

KLIC semble plus permissive a l'introduction d'une liaison réduite dans la mesure ou les titres

obtenus sont proches de celui du peptide naturel.
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La modification de la liaison située entre ces deux régions (Gly'W[CH,;NH]Lys) conduit & une

chute dramatique de la reconnaissance antigénique.

b. Reconnaissance antigénique des analogues réduits par les anticorps des

sérums des patients

La reconnaissance antigénique des analogues réduits a été ensuite évaluée par un test ELISA
indirect en présence des anticorps de sérums de patients (Figure 11-14).

Plus la densité optique (DO) est élevée, et plus la reconnaissance antigénique est importante.

D.O

Figure II-14. Reconnaissance antigénique des pseudopeptides "réduits" en présence de

sérums de patients séropositifs (S13: surnageant de l'hybridome 11B3).

Dans ce test ELISA, nous avons inclus le surnageant de I'hybridome 11B3 (S13) et nous
confirmons dans ce format de test que seul le pseudopeptide V3 (GlyW[CH,NH]Lys) n'est pas
reconnu par cet anticorps monoclonal. L'analogue W0 (GlyW[CH,;NH]Cys) permet d'obtenir
une reconnaissance antigénique comparable a celle du peptide naturel, spécialement dans le
cas des sérums S7 et S8. Il semble tout de méme au vu de ces résultats que l'intégrité de la
boucle soit indispensable pour obtenir une reconnaissance antigénique optimale. En ce qui

concerne les modifications localisées a l'intérieur de la boucle immunodominante, la
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reconnaissance antigénique par les anticorps des sérums de patients est minimale pour les
pseudopeptides '3 et ‘P4. Il apparait ainsi que la région située au sommet de la boucle soit
particulierement importante dans la reconnaissance antigénique de ce peptide cyclique par les

anticorps présents dans les sérums de patients.

Des tests complémentaires en présence de différentes classes de sérums de patients
séropositifs ont été réalisés par la suite et sont décrits en annexe B. Ces tests confirment que

les analogues réduits sont reconnus mais pas mieux que le peptide parent.

I1.5.3. Activité antigénique des analogues comportant des acides f—aminés

a. Réactivité de l'anticorps monoclonal 11B3

Les analogues peptidiques renfermant un acide B—aminé ont été évalués dans un premier

temps en présence de 1'anticorps monoclonal 11B3 (Tableau II-4).

Acide B—aminé introduit Test Phase ELISA indirect
600-612 973 4883 4514
HGlyg02 507 4574 4380
HCyse03 545 4357 4461
HSergo4 774 4415 4641
HGlyqos 48 418 60
HLysg06 607 2812 1900
HLeugo7 658 4198 5054
HIlegos / / /

Témoin (Sergps, Sergoy) 10 917 1381

Tableau II-4. Titre ELISA de l'anticorps monoclonal 11B3 avec les analogues (titre 50%,
DO=1.5).
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D'apres le tableau II-4, les analogues peptidiques de la séquence 600-612 sont presque tous
reconnus par l'anticorps monoclonal 11B3 a la seule exception de I'analogue HGlygps. Dans
une moindre mesure, 1'analogue HLysgos présente également une reconnaissance antigénique
plus réduite. L'introduction d'un acide aminé 3 homologue sur les positions comprises dans la
région Glygos-Leugo; provoque donc la plus forte baisse de reconnaissance antigénique au
méme titre que l'introduction d'un lien réduit. Dans la mesure ot il apparait peu probable que
deux modifications chimiques différentes puissent induire une méme structuration, il semble
que la conformation de la séquence GKL soit particulicrement importante pour recouvrer la
totalité de l'activité antigénique. La reconnaissance antigénique de l'analogue HGlygo2, qui
renferme un acide [-aminé a l'extérieur de la boucle, est comparable a celle du peptide

naturel.

b. Activité antigénique des analogues peptidiques substitués par des acides [-

aminés vis-a-vis des anticorps des sérums des patients

Ces analogues peptidiques ont ensuite été évalués avec un test ELISA indirect en présence

de sérums de patients séropositifs (Figure II-15).
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Figure II-15. Reconnaissance antigénique des analogues renfermant un acide [-aminé
homologue en présence des sérums de patients séropositifs (S13. surnageant

de l'hybridome 11B3).

Les tests réalisés avec les sérums S7-12 confirment les observations faites en présence des
pseudopeptides renfermant une liaison réduite (Figure II-15). En effet, les analogues HGlygos
et HLysq06 présentent des activités antigéniques plus faibles par rapport aux autres analogues.
En revanche, pour cette modification, une perte importante de reconnaissance antigénique est
également enregistrée avec l'analogue HCysgo3. Par contre, en présence de l'anticorps
monoc'onal 11B3 (S13), la reconnaissance antigénique est identique pour tous les analogues

ainsi que pour le peptide naturel.

Des tests complémentaires en présence de différentes classes de sérums de patients
séropositifs ont été réalisés par la suite et sont décrits en annexe B. Ces tests montrent que
plusieurs sérums réagissent plus fortement en terme de densité optique (DO) avec certains
analogues, notamment HSerg04 et HCysgo3 qu’avec le peptide parent. La différence en DO est
parfois trés importante et trés significative. En régle générale, ces derniers semblent mieux

reconnus que le peptide parent.
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A T’heure actuelle, il y a encore trop peu d’échantillons de chaque classe pour obtenir des
résultats statistiquement significatifs, mais ces résultats semblent prometteurs. Différents tests

sont encore en cours de réalisation.

c. Réactivité des anticorps anti-peptide parent

Ces analogues peptidiques ont ensuite été évalués avec un test ELISA direct (Annexe B),

en présence de différents anticorps monoclonaux anti-peptide parent 600-612 (Figure II-16).
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Figure II-16. Réactivité en ELISA des anticorps monoclonaux anti-peptide 600-612 envers le

peptide parent et les analogues peptidiques —aminés.

On constate que pour certains anticorps (anticorps 4 et 21), les analogues HCysgo3 et HSergpq
sont trés bien reconnus, voire méme mieux que le peptide parent. Ces mémes analogues,
testés dans un format similaire, en présence de l'anticorps monoclonal 11B3, donnent des
résultats de réactivité extrémement faibles.

HLeugo; et HLysgog figurent parmi les moins reconnus et présentent des activités antigéniques

plus faibles par rapport aux autres analogues.

La réactivité en présence des anticorps polyclonaux de sérums de lapins a également ét€ testée
(figure II-17).
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Figure II-17. Réactivité en ELISA des sérums de lapin anti-peptide 600-612 envers le peptide

parent et les analogues peptidiques ~aminés.

HSergo4 demeure parmi les analogues les mieux reconnus, méme si sa réactivité n'est plus
égale voire supérieure a celle du peptide parent. Cet analogue est donc bien reconnu par les

anticorps monoclonaux et polyclonaux anti-parent et se démarque ainsi des autres analogues

B.

En conclusion, I'ensemble des résultats obtenus avec ces différents analogues
pseudopeptidiques nous a permis de délimiter la région GKL comme étant particuliérement
impliquée dans la reconnaissance antigénique. Deux hypothéses peuvent expliquer ce résultat:
soit cette région est particulierement exposée et est le site d'interaction préférentiel des
anticorps, soit cette région est une zone charniére et toute modification de cette séquence
entraine des perturbations structurales importantes pour le reste de la boucle.

Dans ce cas, l'intégrité de la région GKL est nécessaire mais pas suffisante pour obtenir une
bonne reconnaissance antigénique et la seconde hypothése semble ainsi étre la plus probable.
D'autre part, certains analogues [ présentent la particularité d'étre mieux reconnus que le
parent lui-méme par des anticorps monoclonaux anti-parent et en présence de quelques
sérums de patients.

Une étude conformationnelle de ces différents analogues permettrait d'expliquer par des bases

structurales les résultats précédemment obtenus.
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11.6. ETUDES STRUCTURALES PAR RMN ET MODELISATION
MOLECULAIRE DE L'EPITOPE MAJEUR 600-612 DE GP41 ET DE SES
ANALOGUES

Nous nous sommes intéressés a 1'étude comparative de la structure a 1'état libre de 1'épitope
majeur 600-612 de gp4! en solution dans le DMSO et de plusieurs de ses analogues faisant
intervenir des modifications de la nature chimique du squelette ou de la liaison peptidique.

Nous avons aussi voulu déterminer quelles €taient les implications structurales définies par le
pont disulfure, décrit comme indispensable a la conservation de la reconnaissance
antigénique. Dans ce but, le pont disulfure a été remplacé par un pont renfermant un lien

amide, de taille variable.

Par la comparaison des conformations adoptées par les peptides présentant une activité
biologique et par ceux qui en sont dépourvus, nous essayons d'établir une éventuelle

corrélation structure/activité.

I1.6.1. Etude préalable

Nous avons débuté notre étude par l'analyse structurale par RMN du fragment
immunodominant 600-612 de la glycoprotéine gp41 du VIH-1.
Deux études par RMN avaient été effectuées auparavant: en 1991 par Oldstone et coll.,45 et
en 1998 par Rabenstein et coll 46
Les conditions opératoires et les graphes de connectivités issus de la RMN sont résumés

respectivement tableau II-5 et Figure II-18.
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Etude d’Oldstone

Notre étude

Etude de Rabenstein

Conditions Forme Forme Forme oxydée Forme Forme
opératoires réduite oxydée réduite oxydée
non
soluble
Concentration 8mM 6.9mM, 4 mM 8.5 mM -
impuretés | 11mM
détectées
pH 3.80 4.02 5.70 3.80 4.00
Milieu 90%H,0, | 90%H,0, | 90%H,0, 10%D,0 | 90%H,0, | 90%H,0,
10%D,0 | 10%D,0 10%D,0 | 10%D,0
Champ 300 MHz 400 MHz 500 MHz
Magnétique
Température 278, 310K 277K 288, 298K

Tableau II-5. Conditions opératoires des différentes études effectuées.

Ces trois études ont étéc réalisées dans des conditions expérimentales différentes et

conduisent donc a des résultats difficilement comparables.

Dans 1'étude de Rabenstein et coll.,46 il apparait que la forme réduite (sans pont disulfure) est
davantage structurée, présentant davantage de corrélations NOE par rapport au fragment plus
court étudié par Oldstone et coll. L'impossibilité de produire des spectres NOE pour la forme

oxydée ne permet pas d'effectuer une comparaison directe entre ces deux études et de

corroborer la structure de type repliement B inverse centrée sur le fragment SGKL.

D'autre part, Rabenstein et coll. ont étudié le méme fragment de gp41 mais issu de la souche
VIH-2. Ce dernier est soluble sous sa forme oxydée et présente moins de corrélations que

sous sa forme réduite. On peut supposer que la forme oxydée de la souche VIH-1 suive le

méme schéma et par conséquent, soit peu structurée.
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Figure I1-18. Graphes de connectivités.
Les intensités sont proportionnelles a l'épaisseur des traits.
(a) et (b) Formes réduite et oxydée, tirées de l'étude d'Oldstone. 4>
(c) Forme réduite, tirée de l'étude de Rabenstein.4 La lettre a indique des
résonances NH similaires, la lettre o indique un recouvrement.

(d) Forme oxydée de notre étude.

Dans les deux cas, VIH-1 et VIH-2, les résultats de RMN de Rabenstein et coll. semblent
montrer que sous leur forme réduite, les peptides €tudiés seraient plus structurés que sous leur
forme oxydée et sont en désaccord avec les études d'Oldstone et coll. Cependant, ce dernier a

effectué son étude sur un fragment plus court, ce qui pourrait expliquer les différences
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observées. Les résidus supplémentaires de part et d'autre de la boucle pourraient stabiliser une
structure secondaire différente.

De plus, les conditions opératoires présentent des différences, certes mineures mais
suffisantes pour changer les conformations observées. L'échantillon réduit qu' Oldstone et
coll. ont étudié présente des impuretés, notamment une contamination par une faible quantité

de peptide oxydé, en I'absence de DTT.

Notre étude présente quant a elle des graphes de corrélations similaires a ceux obtenus par
Oldstone et coll. mais n'a pas permis de retrouver la structuration en repliement  préconisé
autour de SGKL. Les coefficients de température mesurés, a la différence d'Oldstone, ne
mettent pas en évidence de liaison hydrogéne a ce niveau, qui sert de base a la prédiction de

cette conformation. (Tableau II-6)

Etude d'Oldstone et coll. Notre étude

-AS/AT, 10 Tinve | -ASAT, 10° | e

(ppm/K) (Hz) (ppm/K) (Hz)

Ile - - 6.67 129
Trp - - 4.40 ND
Gly - - 5.76 ND
Cys - - 7.03 ND
Ser 7.4 6.75 4.93 6.14
Gly 7.6 ND 5.73 6.13
Lys 8.8 7.80 6.30 7.81
Leu 34 6.60 7.03 ND
Ile 9.5 8.61 6.00 8.33
Cys 9.1 7.47 6.30 P |
Thr - - 6.50 7.61
Thr - . 8.80 ND
Ala - - 4.63 ND

Tableau II-6. Coefficients de température et constantes de couplages mesurés pour les
peptides sous leur forme réduite dans l'étude d'Oldstone*> et dans notre

étude.
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Des coefficients de température AS/AT élevés en valeur absolue indiquent des protons amides
exposés au solvant tandis qu'une variation faible suggére une liaison hydrogéne
intramoléculaire.

Dans l'étude d'Oldstone, tous les protons amides semblent étre exposés au solvant, a
I'exception du NH du résidu leucine qui a un coefficient plus faible, indiquant que ce proton
est moins exposé au solvant. Cette observation, couplée a I'étude des graphes de connectivités,
a suggéré la présence d'un repliement B inverse autour de SGKL. Cependant, les corrélations
den(i, 1+2) et dnn(i, i+2) entre les résidus Gly et Leu, pouvant corroborer cette structure, ne
sont pas observées et les auteurs expliquent cette absence par les conditions opératoires
utilisées.

Dans notre cas, nous avons observé des coefficients de température faibles pour les protons
des résidus Trp, Ser et Ala, qui seraient moins exposés au solvant par rapport aux autres
résidus amino-acides de la séquence. Cependant les calculs de modélisation moléculaire n'ont
pas mis en évidence la présence de structures secondaires conséquentes. Le peptide apparait
plutét dans une conformation étendue. Toutefois, les différents résultats observés dans ces
deux études peuvent étre expliqués par les conditions de pH, de température et de

concentration, qui ne sont pas rigoureusement identiques.

Si l'on veut mener une étude comparative entre différents analogues d'un méme épitope, il est
essentiel de se placer dans des conditions rigoureusement identiques.

Malheureusement certains des analogues que nous avons €étudiés se sont révélés totalement
insolubles en milieu aqueux, milieu le plus proche des conditions physiologiques ou dans le
MeOH, dont la polarité peut mimer celle de I'interface membrane.47 Etant donné la faible
quantité de produits en notre possession, il ne nous a pas été possible d'effectuer d'autres
essais dans différents solvants (mélange eau/SDS par exemple) et nous avons donc
arbitrairement décidé de nous placer dans le DMSO, seul solvant ou tous les produits étudiés
se révélaient totalement solubles. L'intérét biologique d'examiner des peptides dans le DMSO
est souvent maticre a discussion. Cependant, en I'absence d'autres possibilités, de telles études
peuvent servir de point de départ pour la recherche d'éventuelles corrélations

structure/activité. De nombreuses études ont d'ailleurs été effectuées dans le DMSO pour

déterminer les conformations les plus stables de différents peptides.48-52
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I1.6.2. Protocole utilisé pour I'étude des différents analogues

Pour chacun des analogues étudiés, nous avons suivi le méme protocole opératoire qui est

décrit ci-dessous.

a. RMN

Les expériences RMN ont été réalisées sur les spectrometres Bruker DRX 400MHz et Bruker
DRX 600MHz.

Les échantillons ont été dissous dans du DMSO-d¢ & des concentrations variant de 2 a 4 mM.
Toutes les expériences ont été effectuées a 298K.

Pour chaque analogue, nous avons réalisé une expérience COSY-DQF, une expérience
TOCSY, avec un temps de mélange de 1,,=70ms, et différentes expériences NOESY a des
temps de mélange variables (de 80 a 800ms).

Pour les expériences NOESY et TOCSY, 512 spectres, constituant la dimension F1, sont
enregistrés avec 2048 points alors que le COSY-DQF est enregistré avec 8K points pour
améliorer la précision digitale. Chaque spectre est composé de 40 a 128 accumulations selon
lI'expérience avec un délai de relaxation de 1,2s.

Les données de RMN sont traitées sur des stations Silicon Graphics, avec le logiciel XWIN-
NMR.53 Avant la transformée de Fourier, les interférogrammes ont été multipliés par une
fonction d'apodisation de type sinus déphasée de /4.

Apres examen des courbes de "build-up", les expériences NOESY avec un temps de mélange
Tm=300ms (faible diffusion de spins pour tous les peptides étudiés) ont été choisies pour
extraire les données struc arales. Les volumes des pics ont ét€ intégrés avec le logiciel
XEASY>54 et ont été convertis en distance grice au programme CALIBASS de DYANA,56 qui
a traduit les volumes des pics en limites supérieures et inférieures des intervalles de distances
interprotoniques.

En considérant que tous les noyaux en interaction ont le méme temps de corrélation,57 nous
avons estimé les distances interprotoniques a partir d'un pic croisé de deux protons séparés par
une distance connue, c'est-a-dire les deux hydrogénes géminaux cPH, (1.78A) d'un résidu
cystéine ou tryptophane.

Les corrélations NOE ont été divisées en trois classes selon leur intensité relative forte,

moyenne et faible correspondant respectivement 2 des intervalles de distances 1.8-2.8A, 2.8-
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3.8A et 3.8-5.5A. L'attribution stéréospécifique des protons géminaux (protons Gly- C*H, et
protons CPH, des chaines latérales) n'a pas pu étre réalisée et l'intervalle des distances a été

majoré de +0.5A pour compenser l'erreur possible due 2 I'introduction d'un pseudo-atome.

b. Modélisation moléculaire

Une procédure combinée de géométrie de distances et de dynamique moléculaire (MD) a été

utilisée pour déterminer les éléments structuraux des molécules étudiées.

Nous avons débuté avec des calculs de dynamique moléculaire avec la méthode du recuit
simulé de DYANA pour générer des structures partiellement optimisées, qui seront ensuite

améliorées par des calculs de simulation MD avec le logiciel DISCOVER.

Les calculs ont été réalisés a partir d'une structure étendue, en utilisant la procédure standard
de recuit simulé de DYANA, constituée de 10000 pas en partant d'une température de 8 unités
pour décroitre vers 0 unité (les unités de température sont mesurées en unités de fonction
cible par degré de liberté).56

Les acides aminés D ont été introduits dans la librairie de DYANA en changeant le signe des
coordonnées z pour chaque atome H%et pour chaque atome des chafines latérales. (Cela ne
s'est pas avéré nécessaire pour les atomes de la chaine principale, leurs coordonnées
atomiques étant égales a zéro).

Les autres résidus pseudopeptidiques non standards ont été construits dans le logiciel
DISCOVER,58 puis soumis a des calculs semi-empiriques avec MOPACS? pour I'optimisation
des charges électroniques des atomes et leur champ de force. Nous avons utilisé le logiciel
MOLMOLS0 pour convertir le format des champs de forces DISCOVER en format
compatible avec DYANA avant de les introduire dans la librairie de DYANA.

Dans le cas des cycles lactames, en I'absence de données NOE caractéristiques d'une liaison
amide cis, nous avons créé une liaison amide avec la configuration plane et trans pour fermer
le cycle.

En raison de l'arborescence spécifique des programmes de DYANA, qui ne permettent pas
d'imposer des contraintes angulaires entre résidus non adjacents, nous avons imposé a la place
des contraintes de distance sur la liaison amide, avec une constante de force plus importante

que celle appliquées pour les contraintes de distances interprotoniques.
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Les acides aminés de configuration L adoptent généralement des valeurs négatives pour les
angles @, nous avons contraint leur variation entre —10 et —170.

Pour chaque calcul, nous avons généré 50 structures, vérifiant au mieux le jeu des contraintes
imposées. Les 30 meilleures structures issues des calculs de DYANA (c'est-a-dire ayant la
fonction cible la plus faible) ont été ensuite soumises a un calcul de dynamique moléculaire
avec le logiciel DISCOVER,38 en utilisant les contraintes estimées par RMN et le champ de
forces CVFF.6!

Les calculs de simulation MD ont été effectués sous vide (in vacuo) avec le logiciel
DISCOVER et le solvant n'a pas été inclus dans le systeme. En effet, la modélisation en
présence d'une boite de DMSO prendrait pour chaque molécule quelques mois de temps
d'ordinateur. Dans le cas présent, pour éviter la surestimation des charges des groupements N
et C-terminaux et des chaines latérales chargées, les charges des chaines latérales sont
réduites de moitié alors que les groupements N et C-terminaux sont bloqués.

Une constante diélectrique dépendant de la distance, égale a 4r a été appliquée.

Les contraintes de distances ont été utilisées avec une constante de force de k=20 Kcal/mol/A.
La liaison lactame fermant les cycles a été imposée de fagon classique par le biais d'une

contrainte diédrale.

Chaque structure est d'abord minimisée par un cycle EM puis équilibrée a 300K par un calcul
de dynamique moléculaire de 30ps, et suivie par un autre calcul MD de 200ps. Les données
sont ensuite collectées au cours de ce dernier cycle. Les résultats sont analysés par des calculs
de déviation des moindres carrés ou rmsd (root mean square deviation), afin de déterminer les
conformeres finaux, qui satisfont au mieux les données expérimentales. La qualité
stéréochimique de ces conformations est vérifiée en utilisant le programme PROCHECK .62

Grice au programme PROMOTIF,%3 nous avons ensuite défini les éléments de structures

secondaires présents dans tous nos conformeres.
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[1.6.3. Etude du peptide parent

a. Résultats des mesures de RMN

L'étude par 'H-RMN du peptide correspondant au fragment 600-612 de la glycoprotéine gp41
du VIH-1 (appelé par la suite peptide parent, figure II-19) a tout d'abord été menée en milieu
aqueux, puis en solution dans le DMSO pour les raisons explicitées précédemment.

Par un souci de commodité, la position des résidus acides aminés dans le peptide sera

numérotée selon le schéma de la figure II-19 et non pas entre 600-612.

P

B EAEE LS OHUL
N\)‘\N N\_)J\N/\(N\)\N N\/U\N N\!/U\N N " “OH
| H I H I H | 5 I z
H OHO/“ H DH/ H (o] (\ H (o] =

o A W
“OH

H’N‘H

| |
Ac—lle—=Trp—Gly—Cys—Ser—»Gly—Lys—Leu—Ille—>Cys—Thr—Thr—Ala—0H
1 S 11 14

Figure II-19. Séquence du peptide cyclique parent.

Le sens des fleches désigne le sens de la liaison peptidique.

Les signaux RMN du peptide ont été attribués par combinaison des techniques TOCSY et
NOESY (Figures I1-20 et II-21).

La carte de corrélations totale TOCSY (Figure II-20) permet d'attribuer l'ensemb%e des
signaux RMN intra résidus. Nous avons recours a l'expérience NOESY (Figure II-l_"6§, qui
grace aux connectivités séquentielles NN(i, i+1) et H*N(, i+1), nous permet de faire une
attribution précise de la position d'un résidu donné. Les déplacements chimiques des

différents protons sont rassemblés en annexe B.
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Figure I1-20. Expansion de la partie CH/ NH des spectres de corrélation TOCSY du peptide

parent.
(a) dans le DMSO; (b) dans H,0/D,0 90/10 v/v (pH=5.7, 4°C, tampon
phosphate).
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Figure II-21. Région de corrélations C°H/NH;,; et NH/NH;., des spectres NOESY du

peptide parent.

(a) dans le DMSO; (b) dans H,O/D,0 90/10 v/v (pH=5.7, 4°C, tampon

phosphate).

\

Le spectre NOESY (Figure II-22) dans l'eau présente moins de connectivités que celui
effectué dans le DMSO. La présence de corrélations doN(i, i+1) de forte et moyenne intensité
et I'absence de connectivités dnn(i, i+1) et de connectivités 2 moyenne distance pour les deux
fragments en dehors de la boucle immunodominante 5-11 semblent suggérer que soit ces deux
fragments adoptent une conformation étendue, soit qu’ils sont plus flexibles en milieu aqueux.
Au contraire, dans le DMSO, on observe davantage de connectivités au niveau de ces deux

fragments qui indiqueraient dans ce cas qu'ils sont plus structurés. Cependant, I’absence de
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corrélations NN(i, i+1) intenses dans la partie N-terminale indique qu’elle n’est pas bien

stabilisée.

(a)

d NN (i,i+1)
d aN (i, i+1)
d BN (i,i+1)
dyN (i, i+1)
d 8N (i, i+1)
d YN (i, i+2)
(b)

d NN (i,i+1)
d oN (i, i+l)
d BN (i, i+1)
d YN (i, i+1)
d 8N (i,i+1)
d eN (i,i+1)

d oo (i,i+1)

doap (i,i+l)
d NN (i,i+2)
d aN (i,i+2)
d BN (i,i+2)
d 8N (i,i+2)
d YN (i,i+2)

Ac

Ac

1 1
Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ala
2 -] 4 5 6 ) 8 9 10 11 12 13 14

| |
Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ille Cys Thr Thr Ala

2 3 4 5 6 7 8 9. 10 11 12 13 14
E—
[==————— === I =]

Figure II-22. Représentation, en fonction de leur intensité relative des corrélations NOE

croisées pour le peptide parent.
(a) dans 90% H,0, 10% D-,0; (b) dans le DMSO.

L'intensité est proportionnelle a l'épaisseur des traits.

Le fragment cyclique 5-11 immunodominant présente nettement plus de connectivités NOE,

ce qui laisse penser que ce fragment est fortement structuré. Pour I'ensemble de cette boucle,

les caractéristiques NOE se retrouvent dans les deux solvants, ce qui tend a prouver la

présence de structures similaires dans chacun des deux milieux.
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Les coefficients de température AS/AT relatifs aux résonances des protons amide ont été
calculés et rassemblés en annexe B. Les valeurs inférieures a -3 ppb/K en valeur absolue
correspondent a des protons protégés du solvant et susceptibles de participer a une liaison
hydrogéne intramoléculaire. On constate que ces valeurs se rapportent aux protons NH des

résidus Serg, Lysget Ilejo.

b. Résultats de la modélisation moléculaire

Les calculs de modélisation moléculaire, effectués suivant la procédure décrite
précédemment, nous ont permis de conserver un ensemble de 30 structures compatibles avec
les données RMN. Ces conformations ont une structuration importante au niveau de la boucle
immunodominante puisque nous arrivons a les superposer sur le fragment 4-12 avec un rmsd

de 0.85A. (Figure I1-23)

Figure II-23. Superposition du fragment 4-12 sur les positions des atomes du squelette
peptidique pour les structures de plus basse énergie. Le squelette peptidique

est représenté en traits gras, les chaines latérales sont en traits fins.
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Le programme PROMOTIF a permis de mettre en évidence 2 types de repliements (Tableau
I1-7).

—un repliement B de type i+3—1i autour du fragment CSGK avec une occurrence de 100%.
—un repliement B de type i+3—i autour du fragment KLIC avec une occurrence de 100%.
Pour ce repliement, on n’observe pas de liaison hydrogéne de type i+3—i. Cependant, 68%
des structures sont réellement stabilisées par la liaison Tj,-NH et 1;p-CO.

En fait, le programme PROMOTIF comptabilise comme repliement [} toute structure dont la

distance C" —C;; est inférieure a 7A, et dont les angles rotationnels correspondent a ceux

des classes prédéfinies.

Ces résultats sont en bon accord avec les analyses qualitatives préliminaires issues des
données RMN, qui préconisaient une bonne structuration au niveau de la boucle ainsi qu'une

certaine mobilité des structures au niveau de la partie terminale de cette boucle.

Repliement Région Bis1 Wit Bisa Yis2 Occurrence
BIv CSGK -130+18 87+5 72+6 61+8 100%
BVIIL KLIC -62+3 -42+6 -104+11 86+8 100%

Tableau II-7. Valeurs moyennes des angles rotationnels impliqués dans les repliements

structuraux du peptide parent.
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Les éléments de structuration sont résumés sur la figure 11-24:

——p coude BVIII (100%)
[ |
Ac5 o W26 (C>8S->G>K=>L=2I-C>T>T—> A—> OH

———  coude BIV (100%)

Figure II-24. Récapitulatif des structures du peptide parent. La présence d'un repliement

P est symbolisée par une fleche en traits pleins.

La structure moyenne mettant en évidence les éléments structuraux est représentée sur la

figure I1-25:

Figure II-25. Représentation de la structure moyenne de la partie structurée du peptide

parent.
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Le pont disulfure

On constate dans la distribution des angles de torsion de la liaison disulfure estimés par
modélisation que plus de la moitié des structures adoptent la configuration "left handed
spiral” (1a conformation la plus courante pour les protéines, selon une étude réalisée sur les
structures déposées a la Protein Data Bank (PDB)04.65. 40% des structures adoptent la
configuration "right handed hook", tandis que les 10% des structures restantes sont en

configuration aléatoire.

c. Discussion

I a été montré précédemment que les résidus Gly;, Lyss, Leug sont particulierement
importants dans la reconnaissance antigénique puisque des modifications a ce niveau
entrafnaient une perte dramatique de la réactivité. Les structures mises en évidence impliquent
justement ces résidus. On peut noter que la conformation adoptée est telle que les chaines
latérales des résidus Lysg et Ilejo sont positionnées sur une face, tandis que celle du résidu

Leug leur est opposée (figure II-26).

Figure I1-26. Orientation des chaines latérales du fragment KgLol ;o de la structure moyenne

du peptide parent.

La position de ces chaines longues, et notamment celle du résidu Lysg, seul résidu chargé,
devrait jouer un rdle important au moment de la fixation a l'anticorps. En effet, ce dernier

devrait en toute vraisemblance établir des liaisons avec des résidus de l'anticorps, soit par
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formation de ponts salins, soit par formation de liaisons hydrogéne qui stabiliseraient le
peptide dans une conformation donnée.

Dans des études de peptides cycliques de petite taille, il n'est pas rare de trouver des
repliements y comme éléments de structuration,66-72

En général, les repliements y sont bien conservés et certains se trouvent a des positions clés
dans les protéines. Ils sont impliqués dans des sites de fixation du ligand ou prés des sites
actifs.”3

Dans les protéases a sérine, on trouve des repliements y sur la boucle ol se situe le site
catalytique. Dans les protéases a thiols, un repliement y est situé prés d'une cystéine
conservée et un autre prés de ['histidine conservée. On en trouve également dans les

globulines, entre les hélices H et G.

I1.6.4. Etude de I’analogue rétro-inverso du peptide 600-612 de la gp41

’N'h.

I
NH2<—i<—t(—Gly<—c<—s<—Gly<—k<—l<—i<——c[e~te—t<—a-COCH3
2 5 11 14

Figure I1-27. Séquence primaire du peptide cyclique rétro-inverso.
Le sens des fleches désigne le sens de la liaison peptidique; nous utilisons
cependant la méme numérotation des résidus que celle du parent. Les acides

aminés D sont représentés par leur symbole a une lettre en minuscule.

Afin d'expliquer l'absence de reconnaissance antigénique de 1’analogue rétro-inverso du
peptide 600-612 de la gp41, nous avons €tudié les changements conformationnels que peut
induire I’inversion de la liaison peptidique.

L'étude conformationnelle a été réalisée avec le pseudopeptide rétro-inverso (Figure II-27),

bloqué a chacune des extrémités sous forme de carboxamide et d'acétamide respectivement,
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ce qui permet de s'affranchir d'éventuels problémes de racémisation du résidu malonique

pendant l'acquisition des données.

a. Résultats des mesures de RMN

L’analyse combinée des spectres TOCSY et NOESY nous a permis d’attribuer 1’ensemble des
signaux protoniques du peptide rétro-inverso. Les déplacements chimiques des différents
protons sont rassemblés en annexe B. Les spectres NOESY des peptides parent et rétro-
inverso (Figure II-28) présentent de grandes différences, ce qui pourrait indiquer que les

conformations adoptées par chacun des deux peptides seraient également tres différentes.
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Figure I1-28. Spectres de corrélations NOESY des peptides parent et rétro-inverso.
(a) Région de corrélations CH/NH,,,; (b) Région de corrélations NH/NHi, .
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Les corrélations issues de I’intégration des spectres NOESY sont rassemblées sur le
diagramme de la figure II-29.

Cette carte montre en plus des corrélations dyn(i, i+1), den(i, i+1), la présence des corrélations
dnn(i, 142), den(, i+2) et dpn(i, i+2) dans la partie 8-11 de la boucle. Ceci semble indiquer que
cette partie est structurée mais cependant moins que pour la partie correspondante du peptide
parent, comme le montre le moins grand nombre de corrélations (i, i4+2) et I’absence de

corrélations (i, 1+3).

I 1
Hle Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ille Cys Thr Thr Ala

Rétro-inverso 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
d NN (i, i+1) o

d oN (i,i+l) e . Fa
d BN (i,i+1)

d YN (i,i+1) —— >

d 6N (i, i+1) _

d eN (i,i+1) —

dEN (i,i+1) —_—

d Ny (i,i+1) —

dNN (i,i+2)

d oN (i,i+2)

d BN (i, i+2)

Figure II-29. Représentation, en fonction de leur intensité relative, des corrélations NOE
croisées pour le peptide rétro-inverso. Les intensités sont proportionnelles a

l'épaisseur des traits.

La figure II-30 représentant la différence entre les déplacements chimiques des protons NH et
C°H du peptide parent et du peptide rétro-inverso montre que pratiquement tous les protons

NH et C*H du peptide RI sont blindés, a I’exception des protons Lysg-NH et Ile;o-NH
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L ONH(parent dmsa) - NH(rétro-inverso)
B C'H{parent dmso) - C*H(rétro_inverso)
1
p=
0.8
0,67
0,41
021 [l
-0.21
-0.41

-06
Ile; Trps Glys Cyss Sery Glys Lyss Leus Iley Cysy Thrie Thrys Alag
Figure II-30. Perturbations des déplacements chimiques des protons amides et des protons

C°H du peptide rétro-inverso considéré par rapport au peptide parent.

Ceci semble montrer que I’ensemble des protons C*H et NH du squelette peptidique de
’analogue RI se trouvent dans un environnement magnétique différent de celui du peptide
parent. Les résidus de I’ensemble de la boucle Cyss-Cys;; sont les plus perturbés (différence

de 0.4 a 1ppm) et semblent jouer un réle clé dans la structuration du peptide parent.

Les effets de température (Annexe B) montrent que les valeurs les plus faibles se rapportent

aux protons NH des résidus Sers, Leug, Cysy; et Thry,.
b. Résultats de la modélisation moléculaire

Les calculs de modélisation ont permis d’isoler deux familles de structures, en proportion
équivalente. Ces deux ensembles présentent une structure rigide au niveau de la boucle. En
effet, la superposition des structures de la famille I conduit & un rmsd de 0.56A sur la position
des atomes du squelette peptidique du fragment 5-11, tandis que la superposition des
structures de la famille II conduit  un rmsd de 0.89A sur la position des atomes du squelette
peptidique du fragment 3-12.

Les superpositions des structures de plus basse énergie pour chacune des deux familles sont

représentées sur la figure II-31.
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Figure II-31. Superposition des structures de plus basse énergie sur la position des atomes
du squelette peptidique.
(a) Famille I fragment 5-11 (rmsd=0.56A); (b) Famille II fragment 3-12
(rmsd=0.89A). Pour la clarté de la figure, seule la boucle est représentée en
totalité. Le squelette peptidique est représenté en traits gras, les chaines

latérales en traits fins.

Le programme PROMOTIF a permis de mettre en évidence la présence de repliements dans

chacune des deux familles. Ces éléments de structuration sont résumés dans le tableau II-8.

Famille Repliement  Région bis1 Wisl Gisa Viia  dC*-C%,(A)
I pI' kGsc 63+9 52444  90+30 0+50 [5.8...6,5]
B ttci 87+29 37470  124+23 -101x10  [5,5...7,0]
1 o IkGsc - - - - [5.2..:6,1]
B teci 76+13 59+10 938 -106+8 [5,6...6,9]

Tableau II-8. Valeurs moyennes des angles rotationnels impliqués dans les repliements du

peptide rétro-inverso.
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Famille I

Le programme PROMOTIF, sur la base des distances C{ —Cj;, et des valeurs des angles, a

caractérisé un repliement B déformé de type I, avec une occurrence de 100% mais non
stabilisé par une liaison hydrogene (Tableau II-8). Un autre repliement, qui ne contient pas de
liaison hydrogéne et ne posséde pas de géométrie correspondant aux types standards, a
également été identifié dans 74% des cas et est classé de type IV.

Ces éléments de structuration, méme sortant des normes, rigidifient la conformation du cycle

dans une position précise.

Famille 11

Dans cette famille de conforméres, le repliement 3 de type I' observé avec la famille I est
remplacé par un repliement o (Tableau II-8), stabilisé dans 94% des cas par la liaison
hydrogéne entre Leug-CO et Cyss-NH, fermant un cycle a 13 atomes. Cela assure ainsi une
structuration trés compacte a ce niveau et explique la meilleure superposition sur l'ensemble
des structures. La mobilité du résidu Gly; et son aptitude a adopter différentes orientations
peuvent étre a I’origine de ce changement structural. On trouve également dans 86% des cas
le méme repliement B de type IV que précédemment, avec sensiblement les mémes

caractéristiques angulaires.

Les éléments de structuration sont résumés sur la figure II-32:

Famille 1 coude BI' (100%) coude BIV (74%)

44— 4+—
| |
HNiweGecese Gk leie—ceteteae COCH;

Famille II < <
coude o (94%) coude BIV (86%)

Figure II-32. Schéma des structures du peptide rétro-inverso, issues des calculs de

modélisation moléculaire. La présence d'un repliement 3 est symbolisé par une
fléche en traits pleins, celle d'un repliement o par une fléche en traits tirés. Les

acides aminés D sont définis par leur symbole a une lettre en minuscule.

La structure moyenne de chacune des familles, mettant en évidence les éléments structuraux

est représentée sur la figure II-33:
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Famille I Famille I

Figure II-33. Représentation de la structure moyenne de la partie structurée du peptide
rétro-inverso.

(a) et (b) Région N-terminale; (c) et (d) Région C-terminale.

Le pont disulfure

Les angles de torsion de la liaison disulfure estimés par modélisation sont représentatifs de la
configuration "right handed spiral" pour la famille I et de la configuration "right handed

hook" pour la famille II. Ces configurations sont moins courantes.

c. Discussion

La modification de I'activité antigénique peut s'expliquer par deux effets:
(i).  La conformation spatiale du peptide RI est totalement différente de celle du
peptide parent. En particulier, I’orientation des chaines latérales indispensables ne sont pas

conservées (équivalence topologique des chaines latérales).
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(ii).  Les interactions intermoléculaires entre les liaisons amide du peptide parent et
celles de l'anticorps sont importantes. En raison de [I'orientation inversée des liaisons
peptidiques, ces interactions spécifiques ne sont plus conservées.

La premiére hypothése semble s'appliquer dans notre étude. La superposition des structures
moyennes de l'analogue rétro-inverso de chacune des deux familles et du peptide naturel
permet de remarquer l'absence de longues régions structurales communes et superposables
(Figure 11-34). Ainsi, ces deux molécules ne se superposent parfaitement que sur les résidus

GK ou KL. L'équivalence topologique n’a pu étre observée.

Figure I1-34. Superposition des structures moyennes du pseudopeptide rétro-inverso (bleu) et

du peptide naturel (rouge).

Il est impossible de superposer I'ensemble du fragment GKL en entier pour le peptide parent
et le peptide rétro-inverso.

On peut supposer que la structure cyclique, formée par le pont disulfure dans le peptide
naturel, induit une ou plusieurs zones conformationnelles spécifiques dans des régions
proches de celle-ci. Deux analogues, dans lesquels une des cystéines a été successivement
remplacée par un résidu de chiralité D, ont été synthétisés. D'aprés les résultats des tests
ELISA, une faible reconnaissance antigénique par les anticorps a été observée. Par
conséquent, la présence du pont disulfure, formé avec des cystéines de chiralité L, est cruciale
pour le maintien de la reconnaissance antigénique.

On remarque que les configurations de la liaison disulfure sont différentes chez le peptide
parent et l'analogue rétro-inverso. Ce dernier adopte des configurations moins courantes,
certainement dues a la présence de motifs rétro-inverso au niveau des cystéines. Ces
configurations de la liaison disulfure sont probablement moins reconnues par les anticorps.
D'autre part, l'analyse des éléments de structuration du peptide naturel et du peptide rétro-

inverso montre qu'ils sont totalement différents. Pour le peptide RI, on observe un repliement
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structuré au niveau de la premiére partie de la boucle (repliement de type I' ou o observé dans
94 a 100% des cas), alors qu'elle est moins contrainte pour le peptide naturel (repliement de
type IV). Au cours des tests biologiques, on a vu que la modification de I'un des résidus de la
région SGK entraine une diminution de la reconnaissance antigénique.

Il semblerait que l'introduction de la liaison rétro-inverso entraine un degré de structuration
plus contraint dans une région qui nécessite une certaine mobilité pour une reconnaissance
antigénique optimale. D'autre part, l'utilisation de résidus de chiralit¢ D pour créer le pont
disulfure entraine des dispositions peu courantes de ce dernier, qui seront moins reconnues
par les anticorps. Ces deux faits pourraient expliquer la moins bonne reconnaissance

antigénique du peptide rétro-inverso.

L’étude de I'analogue RI a permis de mettre en évidence une structuration accrue par rapport
au peptide naturel correspondant. Dans le cas de peptides linéaires de petite taille
généralement dépourvus d'éléments de structures secondaires importants, cette augmentation
des contraintes peut se révéler bénéfique comme dans le cas de la séquence
immunodominante 141-159 de la protéine VP1 du virus de la fievre aphteuse, développé
précédemment. En ce qui concerne les peptides cycliques, ce concept a été€ appliqué avec
succds A un peptide mimant une région en épingle a cheveux du récepteur FCeRI des IgE.74
L'étude structurale comparée de ce dernier a montré que I'analogue rétro-inverso est plus
rigide que le peptide naturel et présente également une structure en épingle a cheveux
conduisant & une équivalence topologique avec le peptide naturel. Dans ce cas, le pont
disulfure ferme un cycle composé de 13 résidus, c'est-a-dire que le squelette peptidique est
suffisamment long pour que les contraintes géométriques induites par la liaison rétro-inverso
ne puissent pas s'exercer pour déformer le cycle, comme dans le cas de notre composé (7
résidus). En effet, la méme observation a été signalée au cours de I'étude conformationnelle
d'analogues rétro-inverso de pentapeptides cycliques renfermant des coudes [.75,76

Toutefois, une étude par RMN ne se rapporte qu’a des structures moyennes. Par conséquent,
I'absence de reconnaissance du peptide rétro-inverso par les anticorps présents dans les
sérums des patients peut s'expliquer par le fait que la structure du rétro-inverso ne correspond
a aucune conformation adoptée par le peptide naturel en solution (limitation d'ordre purement
conformationnelle du concept rétro-inverso) ou bien par le manque d'anticorps dans les
sérums des patients dirigés contre cette méme conformation dans le peptide naturel (limitation

due a la nature polyclonale de la réponse immune).
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Il serait alors nécessaire d'évaluer la reconnaissance antigénique de l'analogue rétro-inverso
par plusieurs anticorps monoclonaux différents induits contre le peptide naturel. L'absence
d'anticorps monoclonaux capables de reconnaitre la conformation adoptée par l'analogue
rétro-inverso confirmerait bien que I'on se trouve dans le cas d'une limitation structurale du

concept.

I1.6.5. Etude des lactames

Nous avons voulu vérifier que le pont disulfure, décrit comme étant indispensable au maintien
de la reconnaissance antigénique du peptide était impliqué en tant que tel dans la
reconnaissance par les anticorps. Dans ce but, nous avons étudié des analogues comportant un
lien amide en remplacement du lien disulfure et formant des cycles de taille variable.

La nomenclature utilisée fait référence aux deux acides aminés impliqués dans le pont
lactame. Dap et Dab désignent respectivement I'acide diamino propionique et 1'acide diamino

butyrique, tandis que D et E désignent respectivement les acides aspartique et glutamique.

Analogues étudiés Pureté
DDap 98%
DapD 96%
DDab 95%
DabD 88%
EDap 90%
DapE 65%
EDab 80%

Ces peptides sont représentés figure II-35:

La série des peptides a gauche comportent une liaison amide CO-NH au niveau du pont

lactame, la série a droite une liaison amide inversée NH-CO.
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Liaison amide CO-NH Liaison amide inversée NH-CO

DDap DapD

DDab DabD

EDap DapE

EDab

Figure II-35. Représentation des analogues comportant un pont lactame.
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Dans I'ensemble, les différents analogues présentent un certain nombre de corrélations dnn(i,
i+1), ce qui semble indiquer qu'ils sont plus ou moins structurés. Lorsque le cycle fermé par le
pont lactame s'agrandit (analogues EDab, EDap et DapE), on constate que ces corrélations
NOE sont moins nombreuses, traduisant une plus grande flexibilité du cycle. On constate
également la présence d'une "empreinte” caractéristique chez tous les analogues, concernant
la région 9-12 (corrélations dyn(Lo, I10), dnn(Ti0, X11), dan(Xi1, T12) soulignées en traits pleins
sur la figure II-36) et la région 6-9 (corrélations dnn(Ss, G7), dnn(G7, Ks), dnn(Ks, Lo)
soulignées en pointillés sur la figure II-36). Ces dernieres corrélations sont partiellement ou

totalement absentes lorsque les cycles sont de taille trop importante (lactames EDab et EDap).

D'autre part, on constate certains traits caractéristiques de la liaison amide inversée NH-CO au

niveau du pont lactame. (Figure 1I-37)

Lactame DDap Lactame DDab Lactame EDap
ppm a4
| I "
(@) 5 P 1)
1 o
[ "
W 9o 9 1y !
1 '
7.9 o . 6,,;,3 i 0 we & £
L/ 11
112 d =Y 113
{ ol P 23 "o 0
8.0 0 ) iy ¥y
8.5+
ppm
(b)
15
8.0
8.5+

8.0 y
Lactame DapD

7 T
8.0 1.5
Lactame DabD

ppm

Y T T
8.5 8.0 T3

Lactame DapE

ppm

Figure II-37. Région des corrélations NH/NH;,; des spectres NOESY des différents
analogues.

(a) Série d'analogues comportant une liaison amide CO-NH au niveau du pont lactame;
(b) Série d'analogues comportant une liaison amide inversée NH-CO au niveau du pont

lactame.
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Les analogues qui comportent une liaison amide CO-NH au niveau du pont (composés DDap,
DDab, EDap, EDab) présentent des corrélations intra-résidus entre les protons H'et NH
lorsque le résidu Dap est en position 11 (Figure II-37). L'intensité de cette corrélation (NH-11,
H'-11) décroit lorsque la chaine latérale du résidu en position 5 s'allonge (D—E).
L'arrangement du pont serait tel que la chaine latérale du résidu Dap,; serait assez repliée et
compacte. L'introduction d'un degré de liberté supplémentaire avec les substitutions Dap;; —
Dab,; pourrait rendre plus flexible la chaine latérale du résidu 11 intervenant dans le pont

lactame.

H

N ‘NK’H(

H O H O
5 1

Pour les analogues comportant une liaison amide inversée NH-CO, on observe une corrélation
entre le proton H' du résidu en position 5 et le proton amide NH du résidu D en position 11.
Cette corrélation disparait lorsque la chaine latérale du résidu en position 11 s'allonge (D—E).
Il apparait que dans le composé DapD, la rigidification du pont apportée par la liaison amide
inversée, tend a éloigner les protons H's et NH du résidu D;;. L'addition dun CH,
supplémentaire avec Dabs apporte un certain reldichement du cycle et permet le
rapprochement de H's avec le NH de Dy, (La corrélation NOE 5-11 du composé DabD est
plus intense que celle du composé DapD). Par contre, 'augmentation de la chaine latérale du
coté du résidu 11(D—E) éloigne le proton H' du proton NH;; (7 liaisons) et pourrait entrainer

une certaine flexibilité, d'ou 1'absence d'effet NOE H's-NH,.

L'analyse approfondie des spectres RMN a permis d'obtenir les corrélations NOE, résumées
sur les figures II-38 et I1-39:
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DDap

d NN (i,i+1)
doN (i,i+l)
d BN (i,i+1)
dyN (i, i+1)
d 8N (i, i+1)

dNN (i, i+2)
d BN (i, i+2)
d 3N (i,i+2)

Pont lactame
d BNY (i,i+6)

EDap

dNN (i, i+1)
daN (i,i+l)
d BN (i,i+1)
dyN (i,i+1)
d 8N (i, i+1)

dBN (i, i+2)
d YN (i, i42)
d 8N (i,i+2)

Pont lactame
dBNT (i, i+6)
dyNY (i,i46)

Ac

lle Trp Gly

I L]
I W
£

L]

3 4

Asp Ser Gly Lys Lew Ile Dap Thr Thr Ala

5

6

7

9

10 11

12

13

14

|

[

|
Trp Gly Glu

5

Ser
6

Gly Lys

7

8

Leu
9

|
lle Dap Thr

10

11

12

Thr
13

Ala
14

DDab

d NN (i,i+1)
d oN (i,i+1)
d BN (i,i+l)
dyN (i,i+1)
d 8N (i,i+1)

doN (i,i+2)
d BN (i,i+2)
d 8N (i,i+2)

Pont lactame
dBNG (i,i+6)

EDab

dNN (i,i+1)
daN (i, i+l)
dBN (i,i+l)
dyN (i, i+1)
d 8N (i, i+l)
deN (i,i+l)

d 8N (i, i+2)

Pont lactame
dyNO (i,i+6)
d BN8 (i,i+6)
d N8 (i, i+6)

I 1
Ille Trp Gly Asp Ser Gly Lys Leu Ile Dab Thr Thr
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ala
10 11 12 13 14

|

I 1
Ac  He Trp Gly Glu Ser Gly Lys Leu 1Ile Dab Thr
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1n

Thr Ala
12 13 14

'
|
1

Figure II-38. Représentation des corrélations NOE des analogues comportant une liaison amide CO-NH.

Les intensités sont proportionnelles a l'épaisseur des traits. La lettre o désigne un recouvrement, une borne large a été imposée.



Chapitre II : Etude structurale de peptides de la gp41 du VIH-1 I1-59

y 1
DapD Ac lle Trp Gly Dap Ser Gly Lys Leu lle Asp Thr Thr Ala DabD Ac lle Trp Gly Dab Ser Gly Lys Leu lle Asp Thr Thr Ala

T 2 3 4 5 6 7 8 9 W 1m 12 13 14 T 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13
d NN (i,i+1) S
daN(},1+1) I B e— — d NN (i,i+1) - ==
dBN (i, i+1) — daN(i,i+1) — NS
d 8N (i, i+1) —_— — d BN (i,i+1)
dyN (i, i+1) dyN (i, i+1) —
d oo (i, i+1) — d &N (i, i+1) A —
daf (i,i+1) A
dad (i, i+l) g daN(i,i+2)
d Ny (i,i+1) dyN (i,i+2)
d 8N (i,i+2)
d NN (i,i+2)
daN(i,i+2) e — e Pont lactame
d 8N (i,i+2) I B d NN (i, i+6)
d Néa (i, i+6 )
Pont lactame d N (i,i+6)
d N'N (i, i+6)
d Nex (i, i+6) |
d NB (i,i+6)
| —— 1
anE Ac Ile Trp Gly Dap Ser Gly Lys Leu 1lle Glu Thr Thr Ala

1 2 3 4 5 6 T 5 9 m n 12 13 14

d NN (i,i+1) >

daN (i,i+1) — e
dBN (i, i+1) ——— :

dyN (i,i+1) P

d 8N (i, i+1) —_— —_—

daN (i,i+2)
d 8N (i,i+2)

Pont lactame
d No (i, i+6)
d N (i,i+6)
d N¥y (i,i+6)

Figure II-39. Représentation des corrélations NOE des analogues comportant une liaison amide inversée NH-CO.

Les intensités sont proportionnelles a l'épaisseur des traits La lettre o désigne un recouvrement, une borne large a été imposée.
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Le nombre plus important de corrélations NOE et leur intensité observées au niveau de la
boucle pour les analogues dont le pont peptidique lactame est inversé (DapD, DabD et DapE)
(Figure II-39) est compatible avec une structuration accrue de la boucle. Ceci est a comparer
avec les corrélations dnn(i, i+6), den(i, i+6) et dpn(i, i+6), qui sont plus faibles ou inexistantes,
observées pour les analogues ayant une liaison amide CO-NH (DDap, DDab, EDap et Edab:
figure I1-39). Pour I'ensemble des composés examinés, l'absence de corrélations NOE entre
les deux groupes méthyléne adjacents a la liaison amide fermant le cycle lactame prouvent
que la configuration de cette liaison est frans. Le caractére plan de la liaison amide rigidifie
davantage le cycle comparé a la liaison disulfure du peptide parent. Hormis ces corrélations
au niveau du cycle, on observe peu ou pas de corrélations de type (i, i+2) ou (i, i+3). Cela
semble indiquer que les analogues lactames sont dans l'ensemble peu stabilisés par des
structures secondaires prépondérantes. On a d'ailleurs observé que les lactames se dégradent
trés rapidement en solution dans le DMSO, en changeant de couleur avec formation d’un
dépdt. Cela confirme la stabilité trés relative de ces produits. Cela peut également étre le

résultat de la pureté trés relative de ces peptides.

On peut apprécier les perturbations conformationnelles des analogues lactames par rapport au
peptide parent grice a la différence relative des déplacements chimiques (Figures II-40 et II-
41). Dans tous les cas, les protons amides des résidus Lysg, Leuy, Ilejo et occasionnellement
celui en position Cy; sont les plus perturbés.

Ces conclusions rejoignent les tests immunochimiques qui montraient que les résidus Glys,
Lysg et Leug sont particulierement impliqués dans la reconnaissance antigénique du peptide

parent.

D'autre part, les effets de température (annexe B) montrent que les coefficients de température
les plus faibles se rapportent essentiellement aux résidus Lyss, Ilejo pour chacun des lactames
étudiés. Ces derniers sont les plus susceptibles de participer a des liaisons hydrogéne

intramoléculaires.
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047 0.47
ONH(parent) - NH(Lactame DDap) ONH(parent) - NH(Lactame DDab)
B c*H(parent) - C*H(Lactame DDap) B C"H(parent) - C*H(Lactame DDab)
0,37
0,27
0,17
0—_Er'|— = T‘EL p 8
-0,17
-0.27
1~ s
Ile Trps; Glys Cyss Sers Gly; Lyss Leus Ileyp Cysu Thriz Thrys Alay Ilez Trps Glys Cyss Serg Glys Lyss Leus Ilein Cysu Thriz Thrys Alays
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Figure II-40. Perturbations des déplacements chimiques des protons amides et des protons C*H des différents lactames considérés par

rapport au peptide parent.



Chapitre II : Etude structurale de peptides de la gp41 de VIH-1

I1-62

0,67

047

0,27

-0.87

=1

-0,17

-0.27

-0,3

04

ONH(parent) - NH(Lactame DapD)
B C"H(parent) - C*"H(Lactame DapD)

I|Ez Tr'p; G|y4 CYS; Serg G!yv LySs LB].I; I|B|,u CYS" T}\I‘[z Thl"|3 J‘l|c|1¢

O NH(parent) - NH(Lactame DapE)
M C"H(parent) - C*"H(Lactame DapE)

Ile; Trps Glys Cyss Sers Gly; Lyss Leuy Ileyy Cysu Thriz Thrys Alay

0,4"

0,3
0,2

014

-0,14

-0,27

ONH(parent) - NH(Lactame DabD)
W C"H(parent) - C*H(Lactame DabD)

4 Ile; Trps Glys Cyss Serg Glyy

Lyss Leus Tlejg Cysuy Thriz Thriz Alas

Figure II-41. Perturbations des déplacements chimiques des protons amides et des protons C°H des différents lactames considérés par

rapport au peptide parent.
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c. Résultats de la modélisation moléculaire

Pour chacun des analogues, les calculs de modélisation moléculaire conduisent a un ensemble

de structures avec une bonne superposition au niveau du cycle. Cependant, quand la taille du

cycle augmente, un degré de liberté conformationnel supplémentaire est introduit et la

superposition des structures conduit & un écart des moindres carrés (rmsd) plus important.
perp P P

Les superpositions des structures de plus basse énergie pour chacun des analogues sont

représentées figure II-42 pour la série comportant une liaison amide CO-NH et figure 11-43

pour la série comportant une liaison amide inversée NH-CO:

(a)

fragment 4-13
rmsd 0.824

(c)

Fragment 5-10
rmsd 0.704

(b)
=8 Fragment 5-12
rmsd 0.624
(d)
Oys; : ysn

Fragment 5-10
rmsd 0.884

Figure II-42. Superposition des structures de plus basse énergie pour les analogues

comportant une liaison amide CO-NH.

(a) Lactame DDap; (b) Lactame DDab; (c) Lactame EDap; (d) Lactame Edab.

Le squelette peptidique est représenté en traits gras, les chaines latérales en

traits fins.



Chapitre II : Etude structurale de peptides de la gp41 de VIH-1 I1-64

(a) : (b)

Fragment 4-13 ] Fragment 4-12
rmsd 0.694 rmsd 0.784

Fragment 5-10 { '
rmsd 0.714

Figure II-43. Superposition des structures de plus basse énergie pour les analogues
comportant une liaison amide inversée NH-CO.
(a) Lactame DapD; (b) Lactame DabD; (c) Lactame DapE.
Le squelette peptidique est représenté en traits gras, les chaines latérales en

traits fins.

Les diverses structures secondaires trouvées pour chacun des analogues sont résumées sur la
figure II-44. Les conformations estimées ont une structure rigide au niveau du pont lactame
mais on dénombre une faible occurrence des éléments structuraux et dans la grande majorité,
ils correspondent a des structures secondaires déformées et non stabilisées par des liaisons

hydrogene.
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L'analyse de la figure II-44 permet de constater que:

(1) Pour les analogues comportant une liaison amide CO-NH, on observe une occurrence
plus importante de structures repliées au niveau de la boucle lorsque le nombre de
groupements —CH, de part et d'autre du pont lactame est inégale (analogues DDab et
EDap). Dans le cas de I'analogue DDap dont le cycle est trop tendu, les repliements se
forment a I'extérieur du cycle et dans les parties linéaires de la molécule.

(i1) Pour les analogues comportant une liaison amide inversée NH-CO, au contraire,
I'environnement géométrique semble étre plus favorable en induisant une occurrence
plus importante de structures repliées (coudes [ et y) du squelette peptidique. Ce
résultat est en parfait accord avec l'analyse qualitative des données NOESY que nous
avions rapportée précédemment, selon laquelle on observe une structuration accrue du

squelette peptidique a l'intérieur de la boucle.
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DDab

EDap

EDab

Chapitre II : Etude structurale de peptides de la gp41 de VIH-1

11-66

Liaison amide CO-NH

——p coudep (24%)

| 1
Ac I WGDSG KLIDapTT A OH
e COUAE Y (52%)

> coude B (55%)

Ac I WGDSGKVLTIDab TT A OH
e COUAE Y (16%)

N ) B coude Y (82%)

[ |
Ac I WGESGKLTIDapTT A OH

e COUAE Y (20%)
> coude Y (40%)

———» coude B (48%)

| |
AcIWGDSG KLIDp T TTA OH

DapD

DabD

DapE

Liaison amide inversée NH-CO

— » coude BI(84%)
| 1
Ac I W GDap SGKLIDTT A OH
e COUAE Y (20%)

— 3 coude P (77%)

[ I
Ac I W G Dab S G KLIDTT A OH

> coude B (92%)

| |
Ac I W GDap S GKLIETT A OH

.............. p coude vy (38%)
P oude y (48%)

Figure II-44. Représentation des diverses structures secondaires obtenues par calculs de modélisation moléculaire. La présence d'un repliement

yest symbolisée par une fléche en traits pointillés, celle d'un repliement 8 par une fléche en traits pleins.
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Afin de déterminer les implications structurales pouvant intervenir dans la réactivité
antigénique, il est nécessaire d'effectuer une comparaison des structures des lactames avec la

structure du peptide parent, biologiquement actif.

d. Discussion

La réactivité antigénique des sept analogues lactames est quasi inexistante, aussi bien vis-a-
vis des anticorps monoclonaux anti-gp41, des anticorps monoclonaux anti-parent que des
anticorps présents dans les sérums des patients. Cela signifie entre autre que les
conformations adoptées different énormément de celle du peptide parent.

La figure II-45 représente la comparaison des structures moyennes des différents analogues

avec le peptide parent.

La figure (a) concerne la superposition du parent et du lactame DDap. Ces deux peptides sont
superposables sur le fragment 6-8 inclus dans la boucle avec un rmsd sur la position des
atomes du squelette peptidique de 0.62A. On remarque que la liaison disulfure et la liaison
amide occupent un espace conformationnel différent. Nous avons signalé précédemment que
le peptide DDap est plus structuré au niveau des fragments linéaires adjacents a la boucle
alors que le peptide parent l'est a l'intérieur de la boucle méme. Ceci explique pourquoi les
deux structures sont relativement différentes.

D'autre part, on constate que les chaines latérales du résidu Lysg des deux peptides sont
orientées dans des directions différentes, ce qui pourrait avoir une influence non négligeable
dans I'établissement des liaisons hydrogéne avec I’anticorps par exemple. La cause de
I'absence de I'activité antigénique de cet analogue serait probablement due a la rigidité du pont
amide et au manque de flexibilit€ de part et d'autre de cette fonction, empéchant ainsi la
formation d'un certain nombre de liaisons hydrogéne qui stabilisent le peptide dans une
conformation donnée pour permettre une présentation adéquate des chaines latérales du cycle

vis-a-vis du site actif de I'anticorps.
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()

Les chaines latérales des résidus Lyss,
Leug et Ilejp sont .:zprésentées plus
spécifiquement. Celles des différents
analogues lactames apparaissent en gras,
celles du peptide parent sont soulignées.

Figure II-45. Représentation de la superposition des structures du peptide parent (rouge)
avec celles des différents analogues comportant une liaison lactame.
(a) parent/DDap; (b) parent/DapD; (c) parent/DDab, (d) parent/DabD;
(e) parent/EDap; (f) parent/DapE; (g) parent/EDab.
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La figure (b) illustre la superposition du peptide parent et du lactame DapD. Les squelettes de
ces deux peptides sont superposables sur le fragment 3-6 avec un rmsd de 0.78A, du coté N-
terminal de la boucle. La partie suivante comprenant les résidus GKL, impliqués dans la
reconnaissance, différe totalement, quant a I'orientation et a la surface spécifique occupée par
le cycle. Comme dans la comparaison du lactame DDap, les chaines latérales du résidus Lysg
sont orientées différemment. De méme, dans ce cas, 1'absence de similitudes structurales sur

ce fragment KLI expliquerait la perte de reconnaissance antigénique.

La figure (c) présente la superposition du peptide parent et du lactame DDab.

La similitude structurale du squelette de ces deux peptides est importante sur le fragment 6-10
avec un rmsd de 0.95A et concerne pratiquement tous les résidus 2 I'intérieur du cycle.
Comme pour le peptide rétro-inverso, la région SGKL du peptide lactame est rigidifiée par la
présence d'un repliement 3 avec une occurrence de 55% et d'une liaison hydrogene entre le
groupement carbonyle CO"-Ds et le proton amide HN-Ijo avec une occurrence de 12%. Cette
méme moitié SGKL de la boucle est moins rigide dans le cas du peptide parent dii a I'absence
d'interaction intramoléculaire. Les chaines latérales du résidu Leug sont orientées
différemment. L’absence de similitudes structurales sur ce fragment KLI expliquerait la perte

de reconnaissance antigénique du lactame DDab.

La figure (d) montre la superposition du peptide parent et du lactame DabD sur le fragment 5-
8 avec un rmsd de 0.78A. La présence dans la structure du peptide lactame d'un repliement
B au niveau de la séquence GKLI avec une occurrence de 77% est incompatible avec la
présence simultanée des deux repliements B (fragment CSGK et fragment KLIC) observés
pour le peptide parent. Quoi qu'il existe une similitude structurale entre ces deux peptides
pour une moitié des résidus du cycle (résidus Cyss-Gly;), l'autre moiti€ adopte des
orientations totalement différentes (notamment pour les chaines latérales des résidus

essentiels Lysg et Ilejp). Ce lactame n'est pas reconnu par les anticorps.

La figure (e) représente la superposition du peptide parent et du lactame Edap sur I’ensemble
des résidus du cycle (fragment 5-11) avec un rmsd de 0.86A. La surface occupée par les
cycles des deux peptides est trés similaire. On constate que I'orientation des chaines latérales

des résidus Lysg et Ilejg est conservée par rapport a celles du parent. Cependant, ce peptide
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n’est pas reconnu. La présence de repliements y avec des occurrences assez faibles, semble

incompatible avec la présence des deux repliements 3 observés pour le peptide parent.

La figure (f) montre la superposition du peptide parent et du lactame DapE sur les résidus du
fragment 5-9 avec un rmsd de 0.93A. La surface occupée par le cycle du lactame DapE est
trés similaire a celui du peptide parent. La position du cycle et I'orientation adoptée par le
squelette peptidique ne sont cependant pas suffisantes pour conduire a une reconnaissance
antigénique optimale. L'analyse structurale de ce lactame montre que les chaines latérales

pourraient jouer un rdle non négligeable.

La figure (g) montre la superposition du peptide parent et du lactame EDab sur le fragment 5-
11 avec un rmsd de 0.98A. Quoi qu'il existe une similitude structurale entre ces deux peptides
pour la majorité des résidus du cycle, ce lactame n'est pas reconnu par les anticorps testés. La
présence d’un repliement B au niveau du fragment GKLI n’est pas compatible avec les

repliements 3 observés sur les fragments CSGK et KLIC pour le peptide parent.

On constate qu'en augmentant la taille du cycle, les lactames correspondants acquicrent une
structuration de plus en plus proche de celles du parent.

A cause de son caractére plan, la liaison amide a pour conséquence de rigidifier davantage la
structure cyclique et d'imposer une conformation trop tendue. L'introduction de groupements -
CH, supplémentaires permet d'ajouter un degré de liberté conformationnel additionnel et par
la méme, permet de mieux mimer la structure cyclique imposée par la liaison disulfure. Il
n'est pas a négliger le réle primordial des résidus cystéines, et notamment des groupements
sulfures. Ces derniers peuvent interagir par exemple avec des résidus tryptophane, trés
fréquents dans les séquences des anticorps. D'autres parametres entrent également en jeu, a
savoir l'orientation des chaines latérales, de méme que la capacité de la structure cyclique
équivalente d'engendrer des motifs structuraux similaires. En effet, la diminution de I'activité
biologique est la conséquence d'un changement conformationnel dont I'orientation des chaines

latérales actives a été modifiée.

Pour résumer, plusieurs facteurs pourraient intervenir dans la reconnaissance antigénique par

les anticorps testés:
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(i) La surface occupée par le cycle fermé par le pont lactame doit étre similaire a celle
engendrée par la liaison disulfure.

(i1) La région GKL, particulierement importante dans la reconnaissance, doit étre structurée
de facon spécifique.

De plus, l'orientation des chaines latérales des résidus impliqués doit étre telle que celles
concernant les résidus Lysg et Ilejo soient positionnées sur une face, tandis que celle de la
Leug leur est opposée. D'autre part, il n'est pas a négliger l'aspect instable des peptides
lactames. L'absence de reconnaissance antigénique peut aussi tout simplement s'expliquer par
la dégradation rapide de ces molécules qui entraine la cassure de toute structure secondaire

présente.

I1.6.6. Etude des analogues comportant des acides B-aminés

Deux des analogues étudiés, HSerg et Heyss, ont la propriété de réagir avec les anticorps anti-
parent mais non avec les anticorps monoclonaux anti-gp41. Du point de vue structural, il est

intéressant d'étudier les implications structurales qui sont en cause.

a. Etude de l'analogue HSerg

o

o : Woo OHI;' &
N— m (A AN
Y N " “OH
o A, H © ¢
< oH

[ |

Ac—Ile—»Trp—Gly—Cys—Ser—Gly—Lys—Leu—Ille—Cys—Thr—Thr—Ala—OH
2 5 11 14

Figure I1-46. Séquence de l'analogue HSers.
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i. Résultats des mesures de RMN

Les spectres NOESY des peptides parent et HSers (figure II-47) présentent de grandes

différences. Pour ce dernier, les corrélations sont plus nombreuses sur la partie GKLIC du

cycle.
PARENT HSER
MMppm ‘)\_J—L}LMMI\_L“LPPm
(a) (1] I':ﬂ ¥ L] -] (] v .1 !‘0 [] ! i
° p W@ [ _—l.l]' o o % g '.*I.O
Oy : Y o [
o ' o ] L
: 5 , 0 ! 1.5 ), E1.5
e . o s | . ul, *
L 2.0 —2.0
o U 2.5
[ W] .
: v o0 [F30 L B S )
.‘ .l L] 1] ] l.s e o (]
- 3 9 o0 Ve e [
'L o 3.5 i 3.5
R 0 A8 f
s B ~4.0 P 4.0
? ‘le 5} co "R i |
. r :.' v |Fas . :" : . f ;—4.5
[ L] « @8 :
'] o ~5.0 :"5-0
L] ' ea [
(b)

8.5 8.0 7.5 7.0 ppm

Figure II-47. Spectres de corrélations NOESY des peptides parent et HSers.
(a) Région de corrélations CH/NH,,,; (b) Région de corrélations NH/NH;.,.
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L'analyse des spectres RMN a permis d'obtenir les corrélations NOE, résumées sur la figure

I1-48.

HSer, Ac e Trp Gly C;'s BSer Gly Lys Leu lle Cys Thr Thr Ala
1 2 3 4 5 i T B 9 10 11 12 13 14

d NN (i, i+l) —_————ee— ey Rer—

d aN (i i+l) el

d BN (i, i+1) —— —

d 8N (i,i+l) — —_—

d yN (i, i+1) —

d af(i,i+l) Cm— s —_—

dad (i, i+1)

dye (i, i+1) —_

d BSer-N (i,i+1)
dpPSer—a (i, i+l)

d NN (i,i+2)
d aN (i, i+2)
dPo (i, it2)
daf (i, i+2)
d Na (i,i+d)
d No (§,i+5)
Pont

d o (d,i+6)

Figure II-48. Représentation, en fonction de leur intensité relative, des corrélations NOE
croisées pour l'analogue HSersg.

Les intensités sont proportionnelles a l'épaisseur des traits.
prop P

Le peptide semble se structurer davantage sur la partie C-terminale de la boucle, comme
I'attestent les corrélations observées a ce niveau. Dans la partie N-terminale, le peptide semble
adopter une conformation étendue, confortée par la présence de fortes et moyennes
corrélations den (i, i+1), couplée a I'absence de connectivités dnn (i, i+1) et de connectivités a
moyenne distance.

Dans l'ensemble, on observe peu ou pas de corrélations de type i, i+2 ou supérieures. Le

peptide ne semble pas avoir de structures secondaires prédominantes.

On peut apprécier les perturbations conformationnelles de I'analogue HSers par rapport au
peptide parent grice a la différence relative des déplacements chimiques (Figures I1-49). Dans
le cas présent, les résidus Gly,, Lysg, Leug et Ile;o sont également les plus perturbés.

D'autre part, les effets de température (annexe B) montrent que les coefficients de température
les plus faibles se rapportent aux résidus Lysg, Leug. Ces derniers sont les plus susceptibles de

participer a des liaisons hydrogéne intramoléculaires.
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0,47 —
ONH(parent) - NH(HSer)
0,31 (MC"H(parent) - C"H(HSer)

<ot ][LH?L.A

-0.1]

-05

-0,6
Ile; Trps Glys Cyss Sery, Gly; Lyss Leus Tl Cysy Thryz Thrys Alay

Figure II-49. Perturbations des déplacements chimiques des protons amides et des protons

C%H de l'analogue HSerg par rapport au peptide parent.

ii. Résultats de la modélisation moléculaire

Les conformations issues des calculs de modélisation moléculaire sont superposées sur le
fragment 7-12 avec un rmsd de 0.74A. (figure I1-50)
La partie C-terminale est assez rigide, alors que la partie N-terminale parait beaucoup plus

flexible.

Figure II-50. Superposition du fragment 7-12 du squelette peptidique pour les structures de
plus basse énergie (rmsd=0.74A). Le squelette peptidique est représenté en

traits gras, les chaines latérales en traits fins.
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Le programme PROMOTIF a permis de mettre en évidence 2 repliements y inverses et
consécutifs: un repliement y concernant la région SGK, avec une occurrence de 25%, et un
repliement y concernant la région GKL, avec une occurrence de 78%. (Tableau II-9)

Le programme a également caractérisé un repliement B, avec une occurrence de 96% mais

non stabilisé par une liaison hydrogéne. (Tableau II-9)

Repliement Région Bis1 Wit hisa Visa Occurrence
Y SGK -107480 94480 25%
Y GKL -79+12 579 78%
B GKLI -79+12 57+9 -152+21  -52+11 96%

Tableau II-9. Valeurs moyennes des angles rotationnels impliqués dans les repliements

structuraux de l'analogue HSers.

Les éléments de structures secondaires sont résumés sur la figure II-51:

— » coude B (96%)
[ |
Ac— - W— G- C- BSer-» G»> K-> L->I-» C-»T->T-» A-» OH
i COUAE Y (25%)

> coude Y (78%)

Figure II-51. Schéma des structures de l'analogue HSers. La présence d'un repliement 7 est
symbolisée par une fleche en traits pointillés, celle d'un repliement B par une

[léche en traits pleins.
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La structure moyenne mettant en évidence les éléments structuraux est représentée sur la

figure II-52:

Figure II-52. Représentation de la structure moyenne de la partie structurée de l'analogue

HSersg.

Le pont disulfure

Les angles de torsion de la liaison disulfure n'ont pas de configuration privilégiée. Ils sont
dans la grande majorité des cas en configuration aléatoire.

Ceci est probablement la conséquence de l'introduction du groupement -CH; supplémentaire
sur le squelette peptidique du résidu Ser, proche de 1'un des initiateurs de la liaison disulfure.
Ce degré de liberté conformationnel se répercute sur I'ensemble de la séquence et perturbe la

structuration du peptide.

iii. Discussion

Comme nous 1'avons vu précédemment, les résultats des tests ELISA montrent que l'affinité
de l'analogue HSerg est extrémement faible vis-a-vis des anticorps monoclonaux anti-gp41.
Cependant, I'analogue HSerg apparait comme trés bien reconnu par les anticorps monoclonaux
et polyclonaux anti-peptide parent.

Cela signifie notamment que les parties reconnues par les anticorps sont différentes sur

I'ensemble de la boucle.
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La figure I1-53 représente la comparaison des structures moyennes de l'analogue HSerg avec

le peptide parent:

Figure II-53. Représentation de la superposition des squelettes du peptide parent (rouge) et

de l'analogue HSers (marron).

Nous avons supposé précédemment que la structuration particuliére du peptide parent au
niveau des résidus GKLI était responsable de l'activité antigénique du peptide avec les
anticorps monoclonaux anti-gp41. On remarque que I'analogue HSers adopte une structuration
repliée en forme de S, totalement différente de celle du peptide parent. Le résidu Lyss se
présente différemment dans I'espace conformationnel. L'introduction d'un acide f—aminé a la
place du résidu Serg a modifié le comportement structural de l'analogue dans cette région et
induit des éléments structuraux différents, conduisant & la perte de la reconnaissance
antigénique.

Par contre, on remarque que les squelettes du peptide parent et de l'analogue HSers sont
superposables sur le fragment 10-13 avec un rmsd de 0.81A. Par cette comparaison, on peut
constater que les chaines latérales de I'analogue HSers adoptent la méme disposition que celle
du peptide parent, & savoir celles des résidus Lyss et Ilej orientées sur une face, et celle du
résidu Leug sur l'autre face du cycle.

Le fragment KLIC de la boucle pourrait étre responsable de la reconnaissance antigénique par

les anticorps anti-parent. En effet, on a vu précédemment que le peptide parent se structurait a
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deux niveaux de la boucle: Une partie comportant le repliement B au niveau du fragment
CSGK, et une seconde partie structurée en repliement P sur le fragment KLIC. Les tests
ELISA effectués avec les anticorps anti-gp41 ont montré l'importance de la région GKL et la
structuration a ce niveau conditionnerait la reconnaissance du peptide vis-a-vis de ces
anticorps.

L'analogue HSerg présente une structuration différente de celle du peptide parent au niveau du
fragment SGKLI. La conservation de l'activité antigénique de cet analogue vis-a-vis de
I'anticorps anti-parent serait due a l'orientation similaire des chaines latérales Lysg, Leug et
Ilejo par rapport a la boucle. Cependant, cette condition ne serait pas suffisante pour la

reconnaissance de I'analogue HSers par d'autres anticorps.

b. Etude de l'analogue HCyss

[ |
Ac—lle—Trp—Gly— Cys—Ser—Gly—Lys—Leu—Ile—Cys—Thr—Thr—Ala—OH

2 5 11 14

Figure I1-54. Séquence de l'analogue Hcyss.
i. Résultats des mesures de RMN

Les spectres NOESY des peptides parent et Hcyss (Figure II-55) présentent des profils
différents. Pour I'analogue HCyss, on observe davantage de corrélations au niveau des chaines

latérales. Les corrélations NOE, sont résumées sur la figure II-56.
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Figure II-55. Spectres de corrélations NOESY des peptides parent et Hcyss.

(a) Région de corrélations CH/NH,.;; (b) Région de corrélations NH/NH,, .
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~ 1
HCys; Ac le Trp Gly BCys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ala
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

d NN (i, i+l )
doN (i,i+l)
A BN (i,i+1)
d 8N (i, i+1)
d N (i, i+1)
d oo (i, i41) —_
d oy (i, i+1)

d BB (i, i+1) ——

dof (i,i+l) —_—
A NP (i,i+1) —_—

d BCys -N (i,i+1)
d BCys -0 (i, i+1)
d BCys -B (i,i+1)
d BCys -N (i,i+2)
d BCys -0t (1,i+5)
d NN (i, i+2)

daN (i,i+2)

d BN (i,i+2)
ANB (i, i+2)

d 8N (1, i+2)
Pont

d oot (i i+6 )

d Bot (i, 46 )

Figure II-56. Représentation des corrélations NOE croisées pour l'analogue Hcyss en
fonction de leur intensité relative.

Les intensités sont proportionnelles a l'épaisseur des traits.

On observe un nombre de corrélations plus important en substituant le résidu Cyss par HCyss.
En plus, on observe la présence des corrélations squelette-squelette et squelette-chaines
latérales de type (i, i+2) tout le long de la séquence. Cela semble dénoter une structuration

accrue de la boucle conduisant a une conformation plus compacte.

On peut apprécier les perturbations conformationnelles de 1'analogue Hcyss par rapport au
peptide parent grace a la différence relative des déplacements chimiques (Figures II-57). Dans
le cas présent, les résidus Cyss, Ilejo et Cysy; sont les plus perturbés.

D'autre part, les effets de température (annexe B) montrent que les coefficients de température
les plus faibles se rapportent aux résidus Lysg, Leug. Ces derniers sont les plus susceptibles de

participer a des liaisons hydrogéne intramoléculaires.
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0.4, | INH(parent) - NH(Hcys)
' C*H(parent) - C'H(HCys)

0,37

0,27

Aﬁrﬁﬂfﬁ Tclﬂvii.lfﬁ:'ffé

-0.1

-0,2]

-0,3

04"
Ile; Trps Glys Cyss Sery Glyr Lyss Leus TIleg Cysu  Thr: Thrys  Alag
Figure II-57. Perturbations des déplacements chimiques des protons amides et des protons

C°H de l'analogue Hcyss par rapport au peptide parent.

ii. Résultats de la modélisation moléculaire

Les conformations enregistrées au cours du cycle de calculs MD se superposent sur le

fragment 5-11 avec un rmsd de 0.39A (figure I1-58). Le cycle apparait donc trés rigide.

Figure II-58. Superposition des structures de plus basse énérgie sur le squelette peptidique
au niveau du fragment 5-11 (rmsd=0.39A). Le squelette peptidique est

représenté en traits gras, les chaines latérales en traits fins.
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Le programme PROMOTIF a permis de mettre en évidence deux repliements J consécutifs,
localisés sur la boucle, ainsi qu'un repliement ¥y sur le fragment ICT (tableau II-10). On
observe ainsi un repliement 3 tordu de type V avec une occurrence de 100%, ainsi qu'un
deuxiéme repliement B de type VIII avec une occurrence de 42% mais aucun n'est stabilisé

par des liaisons hydrogéne conséquentes.

Repliement Région bist Wit bisa Vis2 Occurrence
BV CSGK -78+8 87+2 1466 -52+2 100%
BvII GKLI 7543 -68+3 -1607 11245 42%
Y ICT -100+£20  84+13 50%

Tableau II-10. Valeurs moyennes des angles rotationnels impliqués dans les repliements de

l'analogue Hcyss.

Les éléments de structuration sont résumés sur la figure I1-59:

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, p- coude y (50%)
[ |
Ac— I-> W— G- BCys— Ser—» G—» K—» L—»1-» C—» T—» T— A— OH

»coude B de type V (100%)
> coude B de type VIII (42%)

Figure I1-59. Schéma des structures de l'analogue Hcyss. La présence d'un repliement 7y est
symbolisée par une fléche en traits pointillés, celle d'un repliement [ par une

fléche en traits pleins.

La structure moyenne mettant en évidence les éléments structuraux est représentée sur la

figure II-60:
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Lysg

Leu;

I'Blo

Figure II-60. Représentation de la structure moyenne de la partie structurée de l'analogue

Hcyss.

Le pont disulfure

On dénombre dans la distribution des angles de torsion de la liaison disulfure, mesurés sur
l'ensemble des structures, un tiers de structures adoptant la configuration "right hand hook”,
un autre tiers la configuration "right handed spiral”, et le dernier tiers en configuration
aléatoire. Les autres configurations possibles de la liaison disulfure ne sont pas représentées.
Ainsi, la liberté conformationnelle des liaisons disulfure est réduite. On se rapproche
davantage des configurations adoptées par le parent, a savoir les configurations "right hand

hook" et "left handed spiral".

iii. Discussion

La figure II-61 représente la comparaison des structures moyennes de I'analogue Hcyss avec

le peptide parent:
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Figure II-61. Représentation de la superpositions des squelettes du peptide parent (rouge) et

de l'analogue HCyss (violet).

De méme que pour I'analogue HSers, on constate une trés bonne superposition des peptides
concernés sur le fragment 11-14 avec un rmsd de 0.68A.

Comme dans les cas du peptide parent et de I'analogue HSers, on constate que les orientations
des chaines latérales des résidus Lysg et Ilejp d'une part, et celle du résidu Leuy d'autre part,
sont opposées par rapport a la surface définie par la boucle. Ce résultat semble confirmer que
la reconnaissance du peptide par les anticorps anti-parent est conditionnée par I'orienwition des
chaines latérales des résidus Lyss, Leug et Ilejo, tandis qu'une structuration spécifique de la

partie SGKLI serait requise pour que le peptide soit reconnu par les anticorps anti-gp41.
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I1.6.7. Résumé de I'étude conformationnelle

Les figures II-62 et II-63 rassemblent les résultats de I'étude conformationnelle réalisée sur les
différents analogues. La présence d'un repliement 7y est symbolisée par une fleche en traits
pointillés, celle d'un repliement 3 par une fléche en traits pleins.

Le pourcentage indiqué correspond au nombre de conformations observées possédant cet
élément de structure, par rapport au nombre total de structures enregistrées pendant le calcul

de dynamique moléculaire.
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Peptide Parent
———pcoude BVIII (100%)

ACIWG&SGKLIC]TTAOH
— 3 coude B (100%)

Peptide rétro-inverso

coude BI' (100%)

Famille I coude BIV (74%)
< <
[ |

HN i w GcsGkIlictta COCH;

Famille I coude o (94%)
< <
coude BIV (86%)
HSer

~—I> coude B (96%)

|
Ac I WGCPBSerGKLICTT A OH
» coude y (25%)

> coude ¥ (78%)

HCys

,,,,,,,,,,,,,,,,,,, p coude vy (50%)
I |

Ac I W G BCys SGKLICTT A OH

— » coude BV (100%)
———» coude BVIII (42%)

Figure II-62. Représentation des éléments de structuration pour les différents analogues. La présence d'un repliement y est symbolisée par une

fléche en traits pointillés, celle d'un repliement B par une fléche en traits pleins. Les acides aminés D sont représentés par leur

symbole a une lettre en minuscule.
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Liaison amide CO-NH

———» coude B (24%)

| |
Ac I WGDSGKLIDap TT A OH
........................ » coude v (52%)

» coude B (55%)

| |
Ac I WGDSGKLIDabTT A OH

.................... p coude Y (16%)
"""""" > coude v (82%)

[ 1
Ac I WGESGI KLTIDap TT A OH

............ e COUAE Y (20%)
P— ) coude'}'(40%)

——» coude P} (48%)
| 1

Ac IWGDSGKLIDapTT A OH

Liaison amide inversée NH-CO

— » coude BI (84%)

I I
Ac I WGDap SGKLIDTT A OH
......................... p coude y (20%)

— » coude B (77%)

I ]
Ac I W G Dab S GKLIDTT A OH

> coude B (92%)

[ |
Ac I W GDap S GKLIETT A OH

......................... p coude v (38%)
»coude Y (48%)

Figure II-63. Représentation des éléments de structuration pour les différents analogues. La présence d'un repliement 7y est symbolisée par une

fléche en traits pointillés, celle d'un repliement 8 par une fléche en traits pleins.
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I1.6.8. Conclusion et perspectives

Les peptides, agents naturels intervenant dans de nombreux processus biologiques, présentent
un intérét thérapeutique non négligeable. Améliorer leurs propriétés pharmacocinétiques et
métaboliques constitue 1'un des objectifs de Il'industrie pharmaceutique. Dans le but de
stabiliser des structures repliées, on a souvent recours, avec succes, soit a des cyclisations a
partir des extrémités N- et C-terminales du squelette des peptides linéaires, soit a des
cyclisations entre une chaine latérale fonctionnelle avec une autre ou avec une extrémité du
squelette peptidique.

Cependant, jusqu’alors, aucune étude systématique n'avait été envisagée pour déterminer les
possibilités de mimer une boucle naturelle fermée par un pont disulfure. Dans cette optique,
différents analogues de la boucle immunodominante 600-612 de la glycoprotéine gp41 du
VIH-1 ont été synthétisés et leur activité antigénique a été évaluée grice a des tests ELISA
mettant en ceuvre soit un anticorps dirigé contre la gp41, soit un anticorps dirigé contre ce
fragment 600-612, soit enfin des anticorps de sérums de patients séropositifs. Plusieurs
modifications pseudopeptidiques ont été introduites dans le peptide, concernant soit tout ou
une partie du squelette peptidique, soit les chaines latérales, et plus particulierement le pont

disulfure.

D'un point de vue immunochimique, les résultats ont montré que la modification des liaisons
peptidiques situées hors de la boucle permettait d'obtenir des analogues reconnus de maniére
comparable au peptide naturel. L'introduction de modifications a l'intérieur de cette boucle
entrainait par contre une forte diminution de la reconnaissance antigénique.

Ces résultats peuvent s'expliquer par une flexibilité importante de la boucle naturelle qui
conduit, lors de l'infection virale, a des populations d'anticorps reconnaissant un ensemble de
conformations. Dans ce cas, les modifications chimiques introduites ne permettent pas aux
analogues de mimer toutes ces conformations mais seulement certaines d'entre elles.

I apparait également que les analogues, dont la modification se situe au sommet de la boucle
entre les positions Glygos et Leuggy, figurent parmi les moins bien reconnus selon les résultats
des tests ELISA. Ce fragment doit étre le siége d'une structuration importante impliquée dans
le processus de reconnaissance antigénique par les anticorps anti-gp41 sélectionnés.

D'autre part, certains analogues comportant des modifications au niveau du squelette

peptidique (présence d’acides B—aminés) présentent une antigénicité importante, semblable
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voire supérieure a celle du peptide parent, vis-a-vis des anticorps anti-parents alors que cette
antigénicité est trés faible vis-a-vis des anticorps anti-gp41 sélectionnés. On peut ainsi penser
que les parties de la boucle reconnues par les anticorps anti-gp4l et anti-parents sont
différentes.

Le remplacement du pont disulfure par un pont amide, inclus dans un cycle de méme taille ou
de taille supérieure induit une perte de reconnaissance antigénique pour ces analogues, tant
par les anticorps monoclonaux anti-gp41 que par les anticorps monoclonaux anti-parents, que
par les anticorps des sérums des patients. De plus, une forte diminution de la reconnaissance
antigénique de la boucle est également observée pour des analogues dont la chiralité des
résidus cystéines impliqués dans le pont disulfure est inversée. Une structure cyclique
différente n'est pas suffisante pour maintenir la reconnaissance antigénique originale.

Ces résultats semblent indiquer que le pont disulfure, présent dans la boucle 600-612, est
nécessaire a la reconnaissance antigénique du peptide et induit des conformations bien

définies notamment dans la région GKL.

Nous avons réalisé I'étude conformationnelle par RMN du peptide naturel et de quelques
analogues afin de tenter d'expliquer plus précisément les résultats obtenus selon les tests
ELISA.

Il semblerait que l'introduction de la liaison rétro-inverso entraine un degré de structuration
trop contraignant dans une région qui nécessite une certaine flexibilité pour une
reconnaissance antigénique optimale. D'autre part, I'utilisation de résidus de chiralité D pour
former un pont disulfure entraine des modifications topologiques, non compatibles avec une
bonne reconnaissance.

Ces deux conséquences pourraient étre a l'origine de la moins bonne reconnaissance
antigenique du peptide rétro-inverso.

Dans le cas des lactames, on constate qu'en augmentant la taille du cycle, les peptides
correspondants acquiérent une structuration de plus en plus proche de celle du peptide parent.
Cependant, la liaison amide a pour conséquence de rigidifier davantage la structure cyclique
et dimposer une famille de conformations trop contraintes. L'introduction d’autres
groupements -méthyléne intracycliques ajoute un degré de liberté conformationnel
supplémentaire et permet par la méme de mieux mimer la structure cyclique imposée par la
liaison disulfure. Cependant, étant donné la faible reconnaissance de ces analogues, d'autres

parameétres pourraient entrer en jeu.
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Toute structure cyclique équivalente doit €tre capable d'engendrer des motifs structuraux
similaires. En effet, toute diminution de l'activité signifie en régle générale la perte d'un
€lément structural important. Cela implique notamment que la géométrie du conformeére
imposée par le pont disulfure doit étre respectée. Or, dans le cas des lactames, la liaison amide
secondaire est figée dans une disposition généralement trans alors que la liaison disulfure
adopte le plus souvent des formes gauche” ou gauche™. D'autre part, la région GKL, largement
impliquée dans la reconnaissance, doit comporter des éléments de structuration indispensables
et spécifiques (structures repliées). L’orientation requise des chaines latérales des résidus
impliqués dans la région GKLI doit étre telle que celles concernant les résidus Lyseos et Ilesos
pointent du méme c6té de la surface définie par la molécule, tandis que celle de la Leuggy leur
soit opposée. L'absence d'au moins l'un de ces facteurs conduit a une perte notable de la
reconnaissance antigénique.

Enfin, l'étude conformationnelle d’analogues contenant des acides B—aminés a permis de
mettre en évidence la présence d'une autre région structurée de la boucle, qui est située en
partie C-terminale et pourrait €tre la région reconnue préférentiellement par les anticorps anti-
parents. Ces dispositions, couplées a un positionnement adapté des chaines latérales, assurent

une reconnaissance importante par les anticorps anti-parent.

D'autres analogues sont en cours de synthése, en vue d'obtenir des analogues cycliques ne
possédant pas de pont disulfure et qui soient bien et voire méme mieux reconnus que le
peptide naturel par les anticorps des sérums des patients. En tenant compte des données
structurales issues de nos études conformationnelles, nous espérons ainsi étre en mesure de
concevoir et de synthétiser des analogues plus réactifs.

Il serait également intéressant d'effectuer les mémes études structurales mais en présence
d'anticorps anti-gp41 et anti-parents pour vérifier que les conclusions énoncées sont similaires
lorsque I’on se trouve en présence de 1'anticorps. Cela permettrait d'observer la conformation
liée du peptide dans le site de fixation de l'anticorps. En effet, dans le cas d'une interaction
récepteur-ligand, il n'est pas rare que la structure des deux composants du complexe
(récepteur et ligand) soit sujette a des changements conformationnels lors de l'interaction. Une

étude systématique permettrait ainsi de confirmer ou d’infirmer nos premiéres conclusions.
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CHAPITRE III ANALYSE STRUCTURALE DE PEPTIDES ACTIEFS EN
PRESENCE D'ANTICORPS MONOCLONAUX

Le systtme immunitaire est notre principal moyen de défense vis-a-vis des agresseurs
extérieurs tels que les virus, bactéries, champignons ou autres parasites. Capable de distinguer

entre le soi et le non soi, il est congu pour combattre ces agents et s'opposer a leur

prolifération, en les détruisant.

Le syst¢eme immunitaire utilise deux stratégies distinctes mais en étroite relation l'une avec
l'autre: I'immunité non spécifique, qui constitue la premicre ligne de défense de notre
organisme, et l'immunité spécifique, capable de garder "la mémoire" de l'agent pathogéne
contre lequel il a été dirigé.

Les cellules phagocytaires (monocytes et macrophages) participent principalement a
I'immunité non spécifique en digérant toutes les particules étrangéres par phagocytose. Les
cellules tueuses spécifiques (natural killer ou NK) quant a elles, sont capables de détruire des
cellules cibles en libérant des médiateurs, formant des pores dans la membrane et induisant

ainsi sa lyse.

Les lymphocytes assurent l'immunité spécifique. Ils sont eux-mémes divisés en deux groupes
(lymphocytes T et B), qui permettent de distinguer deux types de réponse immunitaire,
humorale ou cellulaire. Les lymphocytes T sont de deux sortes : les lymphocytes T-Killer
participent a I'immunité cellulaire en tuant les cellules qui exposent a leur surface des motifs
étrangers, éliminant ainsi les cellules infectées avant que le virus ne soit répliqué. Les
lymphocytes T-Helper stimulent la réponse humorale en apportant leur concours aux
lymphocytes B, précurseurs des plasmocytes.

Les éléments de reconnaissance de la réponse humorale sont des protéines solubles appelées
anticorps et capables de reconnaitre, de fagon hautement spécifique un agent étranger a
l'organisme: I'antigéne. Ce dernier, une fois reconnu, est complexé par l'anticorps avant d'étre

fixé sur le récepteur F, d'une cellule phagocytaire, responsable de sa destruction finale.

Les anticorps ou immunoglobulines, sont des glycoprotéines d'une masse moléculaire de
I'ordre de 150kDa, présentes dans le sérum et dans les liquides interstitiels des mammiferes.

IIs se répartissent en cinq classes distinctes (IgG, IgM, IgA, IgD et IgE).
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Les IgG constituent la principale classe du sérum mais les IgM sont la premiére classe a
apparaitre a la suite de l'exposition a un antigéne. Les IgA sont la classe majeure des
sécrétions externes et les IgE reconnaissent les parasites. Le role des IgD n'est encore pas
bien connu.

L'organisme échoue parfois a distinguer les molécules étrangeres de ses propres molécules, et
réagit contre les constituants de son propre systéme immunitaire, donnant lieu au phénomene
d'auto-immunisation.

De telles réactions auto-immunes sont responsables de nombreuses maladies. Les auto-
anticorps produits peuvent avoir pour cibles les déterminants spécifiques d'un organe (par
exemple, le récepteur de l'acétylcholine situé a la jonction muscle-nerf dans le cas de la
myasthénie grave (myasthenia gravis) ou les mémes déterminants présents a la surface de

différents organes (comme les fragments F. des IgG dans le cas de la polyarthrite

rhumatoide).

La réponse immunitaire est un mécanisme complexe qui donne lieu a une cascade de
réactions extrémement diversifiées. Ainsi, le méme épitope antigénique peut entrainer la
sécrétion de différents anticorps avec un haut degré de spécificité. De méme, un méme
anticorps peut reconnaitre et lier plusieurs antigenes: on parle de dégénérescence de la
réponse immunitaire.

Cette spécificité des interactions antigéne/anticorps est induite en grande partie par l'effet
d'une complémentarité chimique et structurale entre le site de fixation du ligand (paratope),
situé a la surface de la protéine, et le déterminant antigénique (épitope).

La connaissance de la géométrie locale du site d'interaction entre 1'anticorps et son ligand est
fondamentale pour mieux appréhender le mode de reconnaissance spécifique de I'antigéne par
l'anticorps, qu'il soit une macromolécule ou des peptides modifiés chimiquement. Cette
connaissance est également essentielle pour comprendre les mécanismes pathologiques des
maladies auto-immunes et permettre par la-méme d'explorer et de développer des approches

thérapeutiques efficaces.

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressés a ces deux aspects des
interactions antigéne/anticorps.

La premiére partie de ce chapitre est consacrée a I'étude d'un fragment peptidique modele de
I'histone H3 et de ses analogues rétro-inverso, en interaction avec un anticorps monoclonal

dirigé contre le fragment parent.
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Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés a 1'étude de peptides mimant une
partie du récepteur nicotinique de I'acétylcholine (RACh) et comportant une tyrosine
phosphorylée. La destruction du RACh par les anticorps produit une maladie auto-immune, la
myasthénie (myasthenia gravis).

1 a été montré que la phosphorylation des tyrosines affectait de nombreuses fonctions de
RACh. En effet, certains anticorps anti-RACh, dirigés spécifiquement contre les sites de
phosphorylation de la sous-unité 3, inhibent I'ouverture du canal ionique pour le transfert de
I’ion, conduisant & un manque de transmission de l'influx nerveux, ce qui tendrait & prouver
que ces sites sont capables de contrdler ce canal.

L'étude des interactions avec les anticorps correspondants a ainsi été menée dans le but de
comprendre le role de la phosphorylation de la tyrosine dans le mécanisme du récepteur

RACh.

IIL.1. ETUDE DES INTERACTIONS ANTIGENE/ANTICORPS DANS LE CAS
DE PEPTIDES MODIFIES

Les peptides synthétiques sont fréquemment utilisés pour mimer les sites antigéniques des
protéines mais leur utilisation intensive dans les applications thérapeutiques se heurte
notamment a leur faible résistance a la protéolyse dans les fluides biologiques.

Depuis quelques années, différentes approches ont été développées pour créer des analogues
qui soient plus actifs, plus spécifiques et plus résistants aux protéases. Il est probable qu'une
meilleure résistance des peptides aux protéases affecte considérablement leur immunogénicité
intrinséque.

Les recherches des corrélations structure/activité ont montré entre autre que l'introduction de
modifications sur le squelette peptidique au niveau de séquences peptidiques biologiquement
actives affectait leur activité, leur stabilité enzymatique et leurs propriétés conformationnelles
et pouvait conduire dans certains cas a l'obtention d'analogues comportant des propriétés
intéressantes.

Les applications potentielles de ces analogues couvrent un large domaine, comprenant entre
autre I'élaboration de vaccins synthétiques, 1'utilisation en diagnostic ou le développement de
nouvelles générations d'immunomodulateurs d'intérét potentiel pour la thérapie antitumorale

et antivirale.
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L'introduction de la modification rétro-inverso est I'une des approches les plus prometteuses.

Il a été observé que des anticorps monoclonaux induits contre le peptide naturel se liaient aux
analogues rétro-inverso avec une constante d'affinité a I'équilibre nettement supérieure a celle
mesurée pour le peptide parent (jusqu'a 500 fois, ou plus). De plus, ces analogues sont
hautement immunogénes et présentent des temps de demi-vies en présence d'enzymes

protéolytiques augmentées jusqu'a 100 fois.! 2

La séquence C-terminale IRGERA, représentant I'épitope majeur 130-135 de I'histone H3 a
été abondamment utilisée comme exemple dans les essais de modifications pseudopeptidiques
et elle s’est avérée un bon modele pour I'étude des propriétés antigéniques et immunogeénes de
ces analogues modifiés. En effet, ce fragment est non immunogene en I'absence de protéine
porteuse et particulierement sensible aux protéases. De ce fait, il constitue une sonde
intéressante pour I’étude de ses interactions avec les anticorps.

Parmi les différentes familles d’analogues pseudopeptidiques synthétisés et étudiés par les
équipes de Jean-Paul Briand et de Sylviane Muller a 'IBMC de Strasbourg, les dérivés rétro-
inverso s’averent les plus intéressants. En effet, il a été observé que I’analogue rétro-inverso
du fragment IRGERA était plus résistant a la protéolyse que le peptide naturel34 et que son
temps de demi-vie en présence de trypsine était au moins 7 fois plus élevé.3 Cependant, cette
propriété n'explique pas pourquoi les peptides rétro-inverso sont souvent mieux reconnus que
le peptide parent par les anticorps, avec des constantes d'affinité augmentées d'un facteur 10 a

100 dans certains cas.3-3

L'analyse conformationnelle comparée de la séquence peptidique IRGERA et de ses
analogues rétro-inverso est d'un grand intérét en relation avec leur reconnaissance par les
anticorps monoclonaux. Nous avons donc mené une analyse structurale de la séquence
IRGERA et de plusieurs de ses analogues peptidiques et rétro-inverso en présence d’un
anticorps monoclonal anti-peptide parent 4x11, par les expériences NOESY transféré et par
des calculs de dynamique moléculaire. Il est fort probable, que dans le complexe, le fragment

adopte une conformation voisine de celle qui est la sienne dans la protéine entiére.
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I11.1.1. Présentation

Les histones (Figure III-1) sont de petites molécules cationiques qui s'associent entre elles et
avec I'ADN, pour former les nucléosomes, les unités fondamentales répétitives de la

chromatine.

Figure I11-1. Représentation d’un ceur de nucléosome (D'apreés R. Kornberg et A. Klug)

Les anticorps anti-histones sont communément trouvés dans les sérums de patients souffrant
de maladies auto-immunes.6-8

Dans le but de tester la capacité des pseudopeptides rétro-inverso a servir de cibles possibles
pour les anticorps produits par des patients atteints de telles maladies, des peptides
correspondant entre autres a la partie C-terminale 130-135 de I'histone H3 ont été synthétisés
et testc. par des tests ELISA sur des sérums de patients auto-immuns.?

Il a ainsi ét€ montré que les peptides rétro-inverso €taient aussi bien reconnus, voire méme
mieux que les peptides naturels.? D'autre part, il a été observé que le simple remplacement du
résidu C-terminal L-Ala par un résidu D-Ala suffisait pour abolir la reconnaissance du peptide
résultant par les anticorps induits contre le peptide parent.!0 De plus, ces anticorps
reconnaissent les analogues rétro-inverso avec une trés bonne affinité. En effet, les constantes
d'association a I'équilibre (K,) mesurées pour le peptide naturel CGGIRGERA et son
analogue CGGIRGERG sont respectivement de 3 et 7x10° M alors que celles mesurées pour
leurs dérivés rétro-inverso sont significativement plus élevées (225 et 1900x10° M"), c'est-a-

dire 75 et 275 fois plus élevées par rapport a celles mesurées vis-a-vis des peptides parents
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respectifs, et presque équivalente 2 celle mesurée pour I'histone compléte H3 (K,=2280x10°

M.

Nous avons mené une étude conformationnelle sur le méme échantillon utilisé dans les tests
ELISA et les mesures de BIAcore, a savoir sur le nonapeptide CGGIRGERA. Le fragment
CGG a été ajouté a la séquence IRGERA pour permettre le couplage du peptide au support de
dextrane du biocapteur BIAcore et ne fait pas partie de 1'épitope.

Pour mimer au mieux la partie C-terminale, qui est particuliérement importante dans la
reconnaissance du peptide par les anticorps, un résidu malonate a été introduit lors de la
synthése du rétro-inverso. Ce dernier se présente donc sous forme de deux diastéréoisomeres
au sein de la solution. L'analogue mGreGriGGC, comportant le composé non chiral Gly, a été
utilisé pour résoudre les cartes de RMN-2D, relativement complexes avec le peptide

mAreGriGGC.

Les séquences des peptides étudiés sont résumées sur la figure II1-2.
Les acides aminés L sont définis par leur symbole a une lettre en majuscules, les acides
aminés D par ceux en minuscules. La méme numérotation que les peptides L a été conservée

pour les peptides rétro-inverso.

Peptides parent L

Peptide L(A) H-C1— G;— G3— I1— Rs— G¢— E;— Rg— Ay-OH
Peptide L(G) H-C)— Gy— G3— 1= Rs— Gg— E7— Rg— Gy-OH
Peptide L(a) H-C;— Gy— G3— I1— Rs— Gg— E;— Rg— a9-OH

Peptides rétro-inverso (RI)

Peptide RI(mG) HoN-Cié¢— Gyé— G3é— 146~ 1r5¢— Gge— €76 Igé— mGge-OH

Peptide RI(mA) HoN-C ¢~ G~ Gié— igé— r5¢— Ggé— e7¢— rge— (R, S)mAy-OH

Figure III-2. Séquence des peptides étudiés avec mA = CO-CH(CHj3)-CO et mG = CO-CH,-
Co.
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II1.1.2. Analyse conformationnelle des peptides dans leur état lié a l'anticorps

a. Protocole utilisé pour l'étude des différents analogues

Pour chacun des analogues étudiés, nous avons suivi le méme protocole opératoire qui est

décrit ci-dessous.

i. RMN

L'anticorps monoclonal 4x11 a été choisi parmi trois anticorps induits contre le peptide L, en
raison de sa bonne affinité vis-a-vis du peptide parent et aussi de son comportement trés
particulier vis-a-vis des analogues rétro-inverso.4 Cet anticorps a été produit en grande
quantité pour les besoins des mesures de RMN-2D.

Les expériences de NOESY transféré ont été examinées avec plusieurs rapports molaires
peptide/anticorps de 10/1 a 100/1, en solution aqueuse H,O/D,0 (95/5 v/v) a pH=7 (100mM
de tampon phosphate contenant 0.2% d'azide de sodium) afin de déterminer le meilleur
rapport conduisant a un transfert optimum des NOE. Le rapport molaire a ensuite été fixé a
50/1 (c’est-a-dire SmM de peptide et 0.ImM d'anticorps) pour I’ensemble des peptides
examinés. Le sel de triméthysilyl-3-propionate 2,2,3,3-d4 de sodium a été choisi comme
référence interne.

Les expériences 'H RMN ont été réalisées sur un spectrométre DRX 400MHz a 4°C.

Pour chaque peptide, nous avons réalisé une expérience TOCSY, avec un temps de mélange
de t,=70ms, et différentes expériences TR-NOESY & des temps de mélange variables (de 100
a 500ms), ceci afin de sélectionner le temps de mélange optimal pour une diffusion de spins
minimale. 512 spectres, constituant la dimension F1, sont enregistrés sur 2048 points, sur une
largeur spectrale de 5000Hz. La fréquence porteuse O; a été centrée sur le signal de I'eau.
Pour toutes les expériences, la suppression du signal de l'eau a été réalisée en utilisant la
séquence WATERGATE.!!

Les données de RMN sont traitées avec le logiciel XWIN-NMR.!2 Avant la transformée de
Fourier des données 2D, les interférogrammes sont multipliés par une fonction d'apodisation

de type sinus déphasée de /4 (Q4).
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Les volumes des pics sont intégrés au temps de mélange 71,,=200ms (absence ou faible
diffusion de spins pour tous les peptides étudiés), avec le logiciel XEASY!3 et sont convertis
en distance grace au programme CALIBA!4 de DYANA. 15

En considérant que tous les noyaux en interaction ont le méme temps de corrélation, nous
avons estimé les distances interprotoniques a partir d'un pic croisé de deux protons séparés par
une distance connue, par exemple avec les deux hydrogénes géminaux CPH, (1.78A) de la
cystéine.

Les corrélations TR-NOE ont été ensuite divisées en trois classes selon leur intensité relative
forte, moyenne et faible correspondant respectivement a des intervalles de distances 1.8-2.8
A, 2.8-3.8 A et 3.8-5.5A. Dans le cas des paires de protons géminaux dont la stéréochimie n'a
pas été déterminée (protons Gly- C*H, et protons CPH, des chaines latérales), I'intervalle de
distances a été majoré de +0.5A pour compenser l'erreur possible due a l'introduction d'un

pseudo-atome.
it. Modélisation moléculaire

Les calculs ont été réalisés a partir d'une structure étendue construite sous DYANA, !5 qui a
été soumise 2 un calcul de dynamique moléculaire in vacuo, avec le logiciel DISCOVER, 16
en utilisant le champ de forces CVFF17 et les contraintes géométriques issues de la RMN.

Les acides aminés D ont été introduits dans la librairie d¢ DYANA!S en changeant le signe
des coordonnées z pour chaque H”et pour chaque atome des chafnes latérales. (Cela ne s'est
pas avéré nécessaire pour les atomes de la chaine principale, leurs coordonnées atomiques
étant égales a zéro).

Les résidus maloniques unt été construits a partir du logiciel DISCOVER!6 et introduits dans
la librairie de DYANA par des transformations via le logiciel MOLMOL.18

Dans les conditions de I’expérience TR-NOESY, bien que les constantes de couplage vicinal
*] soient aisément mesurables, elles correspondent cependant A une valeur moyenne issues des
structures adoptées par le peptide a 1’état isolé. Elles ne sont donc pas utilisables pour le
calcul de la structure du peptide en présence d’anticorps. Les contraintes angulaires que nous
avons introduites dans les calculs pour les angles @ servent & imposer les domaines angulaires
généralement adoptées par les résidus L (entre 0° et —175°) et les résidus D (entre 0° et

+175°).
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Comme le solvant n'est pas inclus dans les calculs, les charges des acides aminés chargés sont
réduites de moitié, tandis que celles des groupements N et C-terminaux sont négligées, ceci
afin d'éviter des artéfacts de calculs causés par la surestimation de ces charges dans le cas de
la simulation de peptides de petite taille. En effet, dans un calcul classique, on observe
couramment une interaction entre les deux groupement C- et N-terminaux chargés.

Une constante diélectrique dépendant de la distance, égale a 4r a été appliquée.

Les contraintes de distances ont été utilisées avec une constante de force k=20 Kcal/mol/A.
Les calculs ont été effectués a partir d'un protocole de recuit simulé, qui implique
I'exploration de tout l'espace conformationnel afin de trouver le minimum énergétique de la

molécule.

Les différentes étapes de ce protocole sont les suivantes:

1. Une minimisation d'énergie préliminaire (300 pas de calculs avec la méthode du steepest
descent, 300 pas de calculs avec la méthode du gradient conjugué et 300 pas de calculs
avec la méthode de Newton-Raphston).

2. 200 ps de dynamique moléculaire sous contraintes a 1000K, avec une sauvegarde de la
structure observée toutes les 4 fs. Au total, 50 structures sont générées.

3. Sps de dynamique appliquée a chaque structure et a chaque étape durant le refroidissement
de 1000K a 300K, avec un pas de 100K.

4. Une minimisation finale (300 pas de steepest descent, 300 pas de gradient conjugué et 300

pas avec la méthode de Newton-Raphston).

b. Résultats des mesures de RMN

Les signaux RMN des peptides ont été attribués par combinaison des techniques TOCSY
(Figure III-3) et TR-NOESY (Figure I1I-4).

En raison de la faible concentration d'anticorps présents dans le milieu, les molécules a 1'état
libre et lié a I'anticorps sont en échange rapide. Les conditions expérimentales sont ainsi en

adéquation pour observer des NOE transférés.

La carte TOCSY du peptide RI(mA) montre clairement la présence d'un mélange de deux

diastéréoisomeres dii a la présence du résidu malonate de méthyle (mA) racémique.
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On observe en effet un dédoublement de tous les systeémes de spins des résidus i4, 15, €7 et rg.
Cette difficulté nous a conduit a étudier de fagon paralléle le peptide L(G) et son analogue

rétro-inverso RI(mG) dont I’extrémité malonate mG ne conduit qu’a un seul diastéréoisomere.

Peptide L(A) Peptide L(G) Peptide RI(mG) Peptide RI(mA)
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Figure III-3. Spectres TOCSY pour les différents peptides étudiés, en présence de 2%
d'anticorps 4x11 dans H,O/D,0 95/5 v/v (pH=7, 4°C, 1,=200ms).
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Figure III-4. Spectres TR-NOESY pour les différents peptides étudiés, en présence de 2%
d'anticorps 4x11 dans H,O/D,0 95/5 v/v (pH=7, 4°C, 1,,=200ms).

Pour les peptides de configuration L, 'attribution des systémes de spins de Iles, Glus et Alag
est immédiate sur le spectre TOCSY (Figure III-3). La seule ambiguité réside dans
I'attribution des systemes de spins de Args/Argg et de Gly,/Glys/Glys/Glys et elle est levée par
l'attribution séquentielle des corrélations NN(, i+1) et oN(i, i+1). Un examen rapide de la
carte TOCSY du composé RI(mA) permet de trouver une certaine similitude pour les
systemes de spins de I'un des deux diastéréoisomeres avec ceux du composé RI(mG).
L’analyse approfondie du spectre NOESY du composé RI(mA) est rendue plus complexe en
raison de la présence des deux diastéréoisomeres, que nous avons désigné par RIa(mA) et
RIb(mA) par la suite (Figure III-5). Les signaux RMN du diastéréisomére RIa(mA) ont été
corrélés par homologie a ceux de RI(mG). Les signaux restants ont été attribués au

diastéréisomere RIb(mA).
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Figure III-5. Région C*"H-NH de la carte de TR-NOESY du peptide RI(mA). Les corrélations
NOE correspondant au diastéréoisomére a sont indiquées sur la figure de
gauche, celles correspondant au diastéréoisomére b sont indiquées sur celle de

droite.

Les déplacements chimiques issus de 1’attribution séquentielle des cartes de TR-NOESY des
divers composés sont rassemblés dans le tableau III-1 et les corrélations NOE identifiées sont
résumées sur la figure II-6.

En I’absence d’anticorps, un peptide de petite taille en solution aqueuse présente trés peu de
corrélations NOE, avec une intensité positive qui traduit bien un échange rapide entre les
différentes conformations. Seules quelques faibles connectivités ROE sont observées pour des
temps de mélange longs (T,,=500ms). L'observation de corrélations croisées d’intensité
négative d-ns les expériences de TR-NOESY pour L(A), L(G), RI(mA) et RI(mG), en
présence d'anticorps, est la preuve de I’existence d’une interaction antigéne/anticorps et
confirme l'induction d'une conformation plus contrainte. Comme le dérivé L(a) n’est pas
reconnu par |’anticorps monoclonal 4x11, on constate 1’absence totale de corrélations dans

son spectre TR-NOESY en présence de 1’anticorps.
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Peptides L(A) 1L(G) RI(mG)  RIa(mA)  RIb(mA)
Cys: NH 8.58 8.59 8.65
o 4.14 4.13 4.66 4.66 4.70

B 322,306 323,307 326,295 327,296  3.30,2.99
Gly, NH ND ND 8.42 8.43 ND
o 4.00 4.01 4.00 4.00, 3.90 4.02
Glys NH 8.57 8.59 8.75 8.77 8.59
o 3.95 3.96 4.00,3.90  4.02,3.92 3.96
Te, NH 8.31 8.30 8.43 8.47 8.31
o 4.14 4.15 4.14 4.14 4.14
B 1.84 1.85 1.86 1.86 1.85

¥ 143,1.17 144,118 137,120 148,121  1.50,1.18
0.88 0.88 0.91 0.91 0.89
5 0.84 0.84 0.85 0.87 0.87
Args NH 8.73 8.73 8.11 8.17 8.74
a 4.28 4.30 4.34 4.34 431

B 1.84,177 1.86,1.79  1.82,1.76  1.82,1.76  1.86, 1.80
y 1.62 1.64 1.60 1.60 1.64
) 3.17 3.20 3.16 3.18 3.18
N°H 7.34 7.37 7.34 7.33 7.35

N"H, 695,651 696,652 697,653

Glys NH 8.54 8.52 8.49 8.52 8.52
o 3.92 3.96 3.90 3.94 3.96
Glu, NH 8.44 8.49 8.80 8.78 8.44
o 4.27 426 4.20 423 4.28

B 203,192 206,195 208,196 208,196 205,193

y 2.24 2.27 2.28 2.28 2.28,2.25
Args NH 8.53 8.60 8.82 8.69 8.53
o 4.32 4.36 425 4.29 4.34

B 1.86,1.74 192,178 190,178 192,178  1.88,1.76

¥ 174,164  1.78,1.65 178,166  1.78,1.65  1.76,1.65
B 3.18 3.20 3.20 3.18 3.18
NH 7.28 7.31 7.34 7.38 7.29

N"H, 695,651 696,652  6.97,6.53
Alay/Glys NH 8.17 8.14

mAs o 4.08 3.74 3.37 3.40 3.34
B 1.31 1.30 1.30

Tableau III-1. Valeurs des déplacements chimiques & (ppm) des nonapeptides étudiés en

présence de l'anticorps monoclonal 4x11 (pH=7, 4°C, H,0/D,0 95/5 v/v).
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Figure I11-6. Représentation, en fonction de leur intensité relative, des corrélations croisées
pour les différents analogues. L’intensité est proportionnelle a I'épaisseur des

traits.

A T'examen des schémas de corrélations NOE (Figure III-6), I’absence de corrélations
successives oN(i, i+1) intenses, simultanément avec des corrélations NN(i, i+1) de faible
intensité d’une part, et ’absence de corrélations aN(i, i+2), NN(i, i+2), aN(i, i+3) et BN(i,
i4+3) sur plusieurs résidus consécutifs d’autre part, semblent indiquer que la conformation

adoptée par les peptides examinés n’est ni étirée, ni en hélice.!?
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Au contraire, la distribution des corrélations aN(i, i+1) et NN(, i+l), et la présence de
quelques corrélations oN(i, i+2), NN(i, i+2) et BN(i, i+2) sont compatibles avec ’existence
d’une structure repliée.

Les caractéristiques spectrales des peptides L(A) et L(G) sont trés similaires, montrant que les
conformations adoptées par ces deux peptides sont trés proches 1'une de I'autre.

La présence simultanée d’une corrélation TR-NOE intense de type NN(i, i+1) et d’une autre
de faible intensité de type oN(i, i+2), notamment les connectivités NN(I, Rs) et aN(Gs, Rs),

permet de suggérer la présence d'une forme repliée pour la séquence G,G3I4Rs,

Au contraire, les spectres des dérivés rétro-inverso sont trés différents de ceux de leurs
peptides parents. La présence d’une corrélation intense de type NN(i, i+1), couplée a la
présence d’une autre corrélation faible de type oN(i, i+2), notamment les connectivités NN(rs,
ge) et oN(rs, e7), permet de proposer la présence d'une forme repliée pour la séquence
l‘5Gee?l‘3.

Seules quelques connectivités ont été recueillies pour le diastéréoisomeére b du peptide
RI(mA), en raison de sa faible reconnaissance par l'anticorps 4x11, ou du recouvrement
partiel des signaux NH avec ceux du diastéréoisomere a. En particulier, la nature des
corrélations observée est assez inhabituelle, a savoir Noi, i+1), NB(, i+1), et Ny(i, i+1) au
lieu des corrélations conventionnelles oN(i, i+1) et BN(, i+1). La distribution de ces
corrélations est similaire a celles des peptides parents L(A) et L(G) mais incompatible avec
une analyse structurale classique. Ces résultats ne seront pas pris en compte dans les calculs
de modélisation moléculaire.

Les protons amides sont les plus sensibles. L’écart entre les déplacements chimiques NH des
peptides analogues avec ceux du peptide parent est résumé sur la figure III-7. Les
perturbations conformationnelles entre les différents analogues et le peptide parent peuvent
étre appréciées grace a la différence relative de leurs déplacements chimiques, qui traduit

généralement une différence d’environnement magnétique du proton examiné.

Les différences sont minimes entre les deux peptides parent L(A) et L(G) (Figure III-7.a).
Cela est également vrai pour I'analogue L(a) sauf en ce qui concerne le résidu terminal ag

(Figure ITI-7.b), qui comporte une différence de déplacements chimiques de 0.25ppm.
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Ces observations semblent indiquer la conservation de la structuration de L(a) par rapport a
celle de L(A) mais l'orientation du groupe méthyle de ag semble incompatible avec une bonne
reconnaissance, ce qui expliquerait la non réactivité de ce peptide. 10

Les deux dérivés rétro-inverso RI(mG) et RIa(mA) sont perturbés de la méme fagon par
rapport au peptide L(A), notamment concernant les résidus Gs, i4, €7 et rg (différence de 0.1 a
0.4ppm) (Figure III-7.c et I1I-7.d). Le résidu rs semble étre le résidu le plus perturbé, avec une
différence de 0.6ppm. Ce dernier semble jouer un role clé dans la structuration des peptides L
et RL.

L'isomére RIa(mA) semble adopter la méme structuration que I'analogue RI(mG) (Figure III-
7.f) alors que l'environnement des NH de I’isomeére RIb(mA) est similaire a celui des NH du

peptide L(A) (Figure III-7.f).

A Ayl LIGYH] -Gyl LAY ]

* L3 =
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C: dxpl RUMG) ] -8xpl LA)]
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RI peptide C;w—G; = Gym—ijma—Ts =G, a—e; =1y =—mA/G,

Figure III-7. Perturbations des déplacements chimiques des protons amides des analogues

considérés par rapport au peptide L(A) (a-e) ou au peptide RI(mG) (f).
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c. Résultats des calculs de modélisation moléculaire

Les peptides étudiés sont exactement les mémes que ceux utilisés dans les tests
d'immunochimie (ELISA et BIAcore). Seules les concentrations sont trés différentes.

Le protocole décrit précédemment a été appliqué a chaque peptide.

Pour le peptide RI(mA), les signaux RMN ont été attribués pour chacun des diastéréoisomeres
présents. Les contraintes concernant l'isomere b n'étaient pas suffisantes pour obtenir un
modele valide. Nous avons mené deux calculs paralleles avec soit I'énantiomere R de I’acide

malonique, soit I’énantiomere S.

Les structures de plus basse énergie issues des calculs de modélisation, pour chaque analogue,

sont présentées sur la figure I1I-8.
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Peptide L (A) Peptide L (G)

D-Args

mGly,

D-Argg

Peptide RI (R-mA) Peptide RI (S-mA)

Figure III-8. Superposition des structures de plus basse énergie des différents analogues

étudiés.
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Le tableau III-2 résume les valeurs des angles diedres ¢, y et y; des structures moyennes

obtenues a partir des meilleures structures issues de la modélisation.

Résidu Angle L(A) L(G) RI(mG) RIa(mAR) RIa(mAS)
Cys; 0 113+64 100462 126+31
] 117+73 116+52
X1 168+82 -99+76 178+46 16192 168+91
Gly, (0 -174+81 -172+28 173%13 -133+92 -164+77
] -56+95 -148+73 52+101 106104 115+84
Gly; (0 69x10 74+10 -87+72 -127+78 -162+64
Y -130+30 -101£17 21432 -69+105 -70+103
Tley [0 -90+32 ~97+32 9113 99+34 92422
Y 6+23 -3x17 44+70 -12+67 -19+60
x1 105+78 175+94 19%77 -88+95 55+99
Args (0 -157+5 -154+4 1455 135+8 129420
1 154+78 101£57 -91+8 -86+3 -70+60
x1 -172+66 -130+89 152480 123+57 137+£56
Glys [0} -117+38 15186 81+4 82+3 79+7
] 77+16 157+73 18+7 18+5 15+9
Glu, (0 -159+2 -157+2 50+5 51+2 53+4
) 132483 115492 4244 41+4 41+4
x1 164465 -171£52 153495 -105+99 113105
Argg (0] -158+4 -156+3 8631 10515 96+6
v 95+70 9451 72434 -93+6 -74x14
X1 130+93 -149+46 12355 96+58 16689
Alay/Glys/ ¢ -178+69 175468
mA¢/mGy Y -110+5 ~71+112
X1 164+82 11765 63491

Tableau II1-2. Valeurs moyennes des angles diédres des nonapeptides étudiés.

On peut remarquer le caractére flexible de certaines parties des molécules conduisant a des

déviations importantes.
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i. Structure des peptides L

La superposition des positions des atomes du squelette peptidique des meilleures structures
issues des calculs de recuit simulé, sur le fragment G,G3I4Rs donne une déviation (rmsd) de
0.59A+0.19A pour le peptide L(A) et un rmsd de 0.66A+0.25A pour le peptide L(G) (Figure
I1-8). Les deux extrémités N et C-terminales apparaissent comme assez flexibles.

La présence simultanée de corrélations TR-NOE intenses NN(I4, Rs) et oN(Gs, 1), couplée a
la présence d’une connectivité faible N(Gs, Rs) suggére la présence d'un repliement B autour
de la séquence G2G3l4Rs stabilisé par une liaison hydrogéne entre Rs-NH et G,-CO. Cela est
confirmé par les valeurs des angles (¢p3, y3) et (¢4, y4), caractéristiques de la présence d'un
repliement 3 de type IT'(Tableau III-2).

La comparaison des deux peptides permet de mettre en évidence deux régions bien définies:
la région G,GiLRs avec un rmsd de 0.80A sur le squelette peptidique et la région
GeE7RgA9(Gy) avec un rmsd de 0.7A, suggérant que leurs structures 3D sont trés similaires
(Figure III-8). Cette observation est corroborée par la trés faible variation des déplacements

chimiques des protons amides entre les deux peptides L (Figure III-7).

Argg

Gly 6 Glyﬁ

Ala/Gly, Ala/Gly,

Figure III-9. Superposition des structures moyennes de L(A) (traits gras) et L(G) (traits fins)

sur le fragment G,-Rs (en haut) et sur le fragment Gg-Ao(Go) en bas.
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ii. Structure des peptides RI

La superposition sur la position des atomes du squelette peptidique des meilleures structures
issues des calculs de recuit simulé, sur le fragment isrsgeesrs donne un rmsd de 0.29A+0.10A
pour le peptide RIa(R-mA), un rmsd de 0.54A+0.27A pour le peptide RIa(S-mA), et un rmsd
de 0.30A+0.13A pour le peptide RI(mG) (Figure III-8).

La structure des peptides RI semble étre globalement plus rigide que celle des peptides parent.
On constate une certaine flexibilité dans les deux régions C et N-terminales, observée
également pour les peptides L.

La présence d’une corrélation TR-NOE intense NN(rs, gs), couplée a la présence d’une
connectivité faible oN(rs, e;) suggere la présence d'un repliement B autour de la séquence
rsgeesrs, stabilisé par une liaison hydrogeéne entre rs-NH et rg-CO. Cela est confirmé par les
valeurs des angles (07, y7) et (¢6, y6), caractéristiques de la présence d'un repliement B de

type I'(Tableau I1I-2).

La figure III-10 montre la superposition des peptides RIa(R-mA) et Rla(S-mA) avec le
peptide RI(mG). La superposition sur le fragment isrsgeesrs est meilleure avec l'analogue
RIa(R-mA) (rmsd sur la position des atomes du squelette peptidique de 0.5A) que pour
I'analogue RIa(S-mA) (rmsd la position des atomes du squelette peptidique de 1A).

D'autre part, les calculs de modélisation montrent une flexibilité conformationnelle accrue de
I’extrémité N-terminale dans sa configuration S. En tenant compte de ce résultat, nous avons
attribué la configuration S du résidu malonate au composé RIb(mA), et la configuration R est

attribuée au composé Rla(mA).

Les corrélations observées pour le diastéréisomeére RIb(mA) sont trés similaires a celles
observées pour les peptides L, ce qui semble suggérer que ce dernier pourrait adopter une

structure topologiquement équivalente aux peptides L.
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Figure III-10. Superposition des structures moyennes de RI(mG) (traits gras) et RI(mA)
(traits fins).
En haut: superposition avec le diastéréisomere RI(R-mA) sur le fragment isrg,

En bas: superposition avec le diastéréisomére RI(S-mA) sur le fragment rs-rg,

iii. Comparaison des peptides L et des peptides RI

Les tests biologiques ont montré que les anticorps induits contre L(A) pouvaient réagir de
maniére croisée, et ceci de fagon plus ou moins intense, aussi bien avec les peptides L(A) et
RI(mA) qu'avec la protéine entiere H3.3:4

La nécessité de synthétiser les peptides L(G) et RI(mG) pour les études de RMN et de
modélisation moléculaire nous a conduit a évaluer également 1’affinité de ces deux dérivés

vis-a-vis de I’anticorps monoclonal 4x11.
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Les constantes d'affinité k, et kq et la constante a I'équilibre K, des quatre analogues vis-a-vis
de I'anticorps monoclonal 4x11 sont résumées dans le tableau III-3.
Les constantes d'association k, et de dissociation kg sont les valeurs moyennes obtenues a

partir de deux a quatre mesures indépendantes.

Peptides ko, x 107 kq x 10° K,x10° Etude
M™s™ st M’
Peptides L
L(A) 340.2 100£0.3 3 référence?
L(G) 2540.3 35040.2 7 Notre étude
L(a) - référencet
Histone H3 13740.2 6+0.4 2280 référence?
Peptides RI
RI(mA) 18+0.5 8+0.2 225 référence?
RI(mG) 354+1.6 18+1.9 1900 Notre étude

Tableau I1I-3. Constantes d'affinité k, et kg et constante a l'équilibre K, des nonapeptides

étudiés vis-a-vis de l'anticorps monoclonal 4x11 a 25°C.

Les constantes d'association a I'équilibre (K,) mesurées pour les peptides naturels L(A) et
L(G) sont respectivement de 3 et 7x10® M alors que celles mesurées pour leurs dérivés
rétro-inverso sont significativement plus élevées (225 et 1900x10° M™), c'est-a-dire 75 et 275
fois plus élevées par rapport a celles mesurées vis-a-vis des peptides parents respectifs, et
presque équivalente avec le dérive RI(mG) a celle mesurée pour l'histone compléte H3
(Ka=2280x10“6 M™). 11 faut noter que la valeur de Ka pour RI(mG) est 8 fois plus importante
que celle de I'analogue RI(mA).

Nous avons vu que ce dernier se présentait sous forme dun mélange de deux
diastéréoisomeres, dont l'un se comportait structuralement comme RI(mG), et I'autre comme
les peptides naturels. Par conséquent, la valeur mesurée pour RI(mA) est une valeur moyenne

et est donc naturellement inférieure a celle mesurée pour RI(mG).
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Les calculs de dynamique moléculaire ont montré que les éléments de structuration observés
pour les peptides parents et les peptides rétro-inverso étaient sensiblement différents.

Un repliement B de type II' est impliqué pour les peptides L dans la région N-terminale
G»GsL4Rs, tandis qu'un repliement B de type I' est impliqué pour les peptides RI dans la région
I'sZ6e7ls.

Dans le cas des peptides L, le repliement [ implique les résidus G,Gs, qui ne font pas partie
de 1'épitope et ont été rajoutés pour permettre la fixation a la résine dans les tests BIAcore.
Nous pensons que cette forme repliée n'est pas favorable pour la reconnaissance par les
anticorps parce que la partie restante du peptide est rendue trés mobile en raison de la
proximité du repliement et se retrouve plaquée contre la résine. Au contraire, dans les
peptides rétro-inverso, le repliement implique les quatre résidus centraux de I'épitope
hexapeptidique et est présenté librement aux anticorps par le lien CGG, ce qui pourrait
expliquer la plus forte affinité des analogues rétro-inverso. En dépit de cette différence, les
peptides L demeurent reconnus.

Dans une étude précédente, il a été montré que la substitution des résidus E;, Rg et Ag par
leurs énantiomeres D altérait de fagon conséquente l'antigénicité des peptides résultants tandis
que la substitution de L-Rs par un résidu L-Lys ou D-Ala ne modifiait ni I'antigénicité ni
I'immunogénicité des peptides modifiés.10

Par conséquent, les résidus terminaux E;, Rg et Ag sont primordiaux dans la reconnaissance

par les anticorps.

Dans le but de trouver une explication plausible d’un point de vue structural entre les peptides
parents et leurs analogues RI sur la reconnaissance croisée de I’anticorps monoclonal 4x11
induit contre le peptide parent L(A) vis-a-vis des analogues pseudopeptidiques RI (RI(mA) et
RI(mG)), nous avons superposé la séquence GgE7RgAg du peptide parent avec la séquence
équivalente de son analogue RI(mA). Cette superposition a montré que les chaines latérales
indispensables a la reconnaissance du peptide sont orientées dans le méme sens (Figure III-
11), expliquant la reconnaissance croisée du peptide parent et des analogues RI vis-a-vis de
I’anticorps monoclonal 4x11. De plus, on remarque également que les chaines latérales de ces
résidus essentiels sont moins flexibles dans le cas du peptide RIa(mA) que dans le cas du
peptide parent L(A), ce qui dénote certainement une meilleure fixation dans le site de liaison

de I’anticorps.
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Argg/D-Argg Argg/D-Argg
Glyg Glyg
Alag/mAlag Alag/mAlag
Glu,s/D-Gluy Glu,/D-Glu,

RIa(R-mA)

Figure III-11.

En haut: Vues stéréo de la superposition des structures moyennes de L(A) (traits gras) et
Rla(R-mA) (traits fins).

En bas: Superposition des meilleures structures de L(A) et RIa(R-mA) au niveau du fragment

Gs-Ago(mAyg). Les chaines latérales sont représentées en traits gras.

d. Conclusion

Il a largement été démontré qu'un grand nombre de peptides en interaction avec des anticorps
adoptaient des repliements [3, ce qui constituerait un motif structural essentiel dans la
reconnaissance par les anticorps.20 Par ce mode de structuration, on pourrait obtenir une
présentation adéquate des chaines latérales essentielles a la reconnaissance par les anticorps.
Dans la présente étude, nous avons montré que les peptides L et RI de la séquence IRGERA
adoptent une structure repliée au contact de I’anticorps monoclonal 4x11. Cependant, leur

mode de repliement 3 implique des régions différentes dans les deux séries de peptides.
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Un repliement B de type II' est observé pour les peptides L dans la partie N-terminale
G>G;L4Rs de la molécule. Cependant les deux résidus GG ne font pas partie de 1'épitope. A
notre avis, ce repliement n'est probablement pas indispensable a la reconnaissance. Au
contraire, les peptides RI adoptent un repliement B de type I', impliquant les quatre résidus
rsGeesrg de 1'épitope. La forte affinité vis-a-vis de l'anticorps monoclonal 4x11, observée avec
les peptides rétro-inverso, voire proche de celle de I'histone H3, montre que les peptides rétro-
inverso sont capables de mimer favorablement le site antigénique dans la protéine entiére.

Les calculs de dynamique moléculaire ont montré que les chaines latérales des résidus
essentiels Gluy, Argg et Alag(mAg) conservaient la méme orientation par rapport au squelette
peptidique, ce qui pourrait étre une explication de l'activité antigénique croisée observée entre
les peptides parents et rétro-inverso. D'autre part, les simulations suggerent que l'acide
malonique de configuration R, qui mime le résidu N-terminal D-Ala, devrait étre attribué au

peptide RIa(mA), qui est le diastéréisomere ayant la plus grande constante d'affinité K,.

111.2. ETUDE DES INTERACTIONS ANTIGENE/ANTICORPS DANS LE CAS
D'UNE MALADIE AUTO-IMMUNE: LA MYASTHENIE

Le récepteur nicotinique de I'acétylcholine (RACh) des muscles de mammiféres et de 1'organe
électrique du poisson torpille est une glycoprotéine transmembranaire composée de cing sous-
unités homologues de staechiométrie 0pPyd et de masse moléculaire d'environ 250kDa.2! 11
constitue un canal ionique pour le transfert de l'influx nerveux, commandé par la fixation de
I'acétylcholine.

Il est la cible d'urs maladie auto-immune chez 'homme, appelée myasthénie (MG pour
myasthenia gravis). La myasthénie est une maladie de la jonction neuromusculaire diie a la
production d’auto-anticorps dirigés contre le récepteur RACh.

Le RACh musculaire est l'auto-antigéne principal dans la myasthénie. Les anticorps anti-
RACh sont trouvés chez environ 85% des malades (patients séropositifs). Ils sont trés

spécifiques de la myasthénie.
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Les auto-anticorps anti-RACh causent sa destruction et/ou son blocage fonctionnel, entrainant
un manque de transmission neuromusculaire et une paralysie évolutive 22-24

Des anticorps monoclonaux anti-RACh ont été obtenus par induction de la myasthénie chez
les rats. On a montré qu'environ 2/3 des anticorps anti-RACh issus de rats ou de malades sont
principalement dirigés contre la région 067-76 de la sous-unité oo du RACh, appelée MIR
(main immunogenic region, région immunogene majeure), région différente de celle ol se
fixe l'acétylcholine. Cependant, 10 a 15% des malades n'ont pas d'anticorps anti-RACh
malgré un tableau clinique trés comparable aux patients séropositifs et le taux des anticorps
anti-RACh n'est pas corrélé a la sévérité de la maladie:25 on parle alors de myasthénie
séronégative (seronegative myasthenia gravis SNMG). Les anticorps anti-RACh sont trés

hétérogenes.26 Ils n'ont probablement pas tous la méme pathogénicité.27 Il est aussi possible

que d'autres facteurs viennent moduler l'effet des auto-anticorps.

Différentes études?8-30 suggérent que les patients atteints de myasthénie séronégative
possedent soit des anticorps de faible affinité qui interférent directement sur la fonction du
récepteur RACh mais ne se lient pas directement & des récepteurs solubles, soit des anticorps
qui affectent indirectement la fonction du récepteur en se liant a une autre cible de la
membrane musculaire. Une possible implication de la phosphorylation du récepteur RACh

dans les mécanismes de déclenchement de la MG séronégative a été suggérée.31

La phosphorylation des protéines est fondamentale dans la transduction du signal nerveux,
elle est intimement impliquée dans la régulation de la fonction synaptique.3?

Dans le cas du récepteur RACh, elle est responsable de l'initiation de plusieurs effets: elle
intervient dans 1'assemblage sous forme de pentamére du RACh, dans l'inactivation du canal

par le biais d'une régulation fonctionnelle, dans l'augmentation des récepteurs RACh et la

médiation de son agrégation dans les membranes postsynaptiques.33-39

Le RACh peut étre phosphorylé sur huit résidus cytoplasmiques (cinq résidus sérine et trois
résidus tyrosine) par au moins trois protéines kinases. Les sous-unités y et & du RACh peuvent
étre phosphorylées par une protéine kinase cAMP-dépendante, les sous-unités o et & par une
protéine kinase C, et les sous-unités o, & et y par une tyrosine kinase endogéne non

identifiée.40
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Tous les sites de phosphorylation identifiés du RACh sont localisés dans le domaine
cytoplasmique de chaque sous-unité.#0-42 Les trois sites de phosphorylation de la tyrosine du
poisson torpille sont situés sur les résidus BTyr355, YTyr364 et 8Tyr372.43

La phosphorylation des tyrosines du RACh semble étre impliquée dans au moins deux
phénomenes. Il a été montré que la phosphorylation de la tyrosine du RACh du poisson
torpille régule son taux de désensibilisation”.34 Les sous-unités spécifiques impliquées dans
le mécanisme ne sont pas encore bien connues.

Il a également été suggéré que la phosphorylation de la tyrosine de la sous-unité B jouerait un
role important en régulant la distribution des récepteurs RACh sur la membrane. Elle semble
directement impliquée dans l'agrégation du récepteur RACh et permettrait 1'immobilisation
des récepteurs.36

Dans le but de comprendre le role de la phosphorylation de la tyrosine dans le mécanisme du
récepteur RACh, différents anticorps anti-RACh dirigés spécifiquement contre les sites de
phosphorylation de trois tyrosine du RACh, localisées dans les sous-unités 3, y et & ont été
caractérisés. Plus spécifiquement, les épitopes reconnus par 15 anticorps monoclonaux dirigés
contre la partie cytoplasmique de la sous-unité B ont été localisés par l'utilisation de peptides

synthétiques.44 (Figure ITI-12)

La plupart de ces anticorps se lient a un octapeptide trés immunogeéne de la sous-unité 3 du
RACh du poisson torpille B352-359, appelé VICEB (Very Immunogenic Cytoplasmic
Epitope) et qui contient le résidu BTyr355. Chacun des résidus compris entre 3352 et B359
apparaissent comme indispensables a la reconnaissance par l'anticorps. Pour quelques résidus
(Glu354, 1le357 et Arg358), méme des substitutions par des résidus équivalents abolissent la
liaison a certains anticorps.

Des résultats similaires sont obtenus avec des fragments peptidiques du RACh humain,

analogues du VICER du poisson torpille.

“@Apres une courte période d'activité, le récepteur portant le ligand devient inactif. Un arrét rapide est une
caractéristique de presque tous les systémes de transduction du signal. Cette désensibilisation est réversible.
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340 360 380
Torpedo TPSPDSKPTIISRANDEYFIRKPAGD FVCPVDNARVAVQPERLF
Humain PPHCS SPGS GWGRGTDEYFIRKPP SDF LFPKPN-- - RFQPE LSA
[ ) mAbiL7 [ ] mab%
[ mAb10
(] wavue

B | mAb110, mAD118, mABI20

B mAb112, mAbIS

(M  mAbl1L, mAD 123, mAb 124, mAb148

(] mAb11

Figure III-12. Séquence [3338-380 du RACh du poisson torpille et du segment correspondant
du RACh humain.
Les épitopes déterminés sont représentés par des barres horizontales qui
correspondent aux séquences. Les parties hachurées indiquent que les résidus
correspondants augmentent la fixation a [’anticorps mais ne sont pas

nécessaires. mAbl17, mAbl22...désignent les anticorps monoclonaux anti-

VICEB.

Deux des quatre anticorps connus pour inhiber I'ouverture du canal ionique du récepteur
RACh45-47 se lient au fragment VICEP (mAbl48) ou dans une région proche de celui-ci
(mADb10). La phosphorylation du résidu BTyr355 inhibe sensiblement la fixation de certains
anticorps dirigés contre la région VICER, notamment l'anticorps mAbl148 alors qu'elle
n'affecte pas la fixation d'anticorps dirigés contre d'autres sites du récepteur RACh. De fagon

similaire, la substitution de Tyr355 par les acides aminés Ser et Ala inhibe aussi leur fixation

a tous les anticorps anti-VICE.

La caractérisation de ce site de phosphorylation et de son interaction avec les anticorps

correspondants est trés importante pour comprendre la MG séronégative.
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Les changements induits par le remplacement de l'atome d'hydrogéne par un groupement
phosphate sont évidents: les caractéristiques stériques, les charges, et la possibilité de former
des liaisons hydrogeéne sont de ce fait altérés. Dans certains cas, ces données a elles seules
sont suffisantes pour expliquer les différents effets observés 48,49

Dans la majorité des mécanismes observés, la phosphorylation entralne un changement
conformationnel local 50-56

Différentes études ont été réalisées sur des peptides modeles par RMN H,3p, BCet N pour
tenir compte de la phosphorylation, notamment du résidu tyrosine.57-59

Hoffmann et al.57 ont montré entre autres que la phosphorylation du résidu tyrosine modifie
trés peu la valeur du pk, du groupe phosphate ainsi que les déplacements chimiques des
signaux °'P, alors que les signaux 1H du cycle aromatique subissent de grands changements.
Tholey et al.>9 ont quant & eux montré que dans le cas de la tyrosine dans le modele Gly-Ser-
Tyr-Ser, une interaction intermoléculaire ne peut €tre possible qu'avec des résidus situés a
grande distance, mais que le proton amide du résidu phosphorylé lui-méme n'est pas
positionné correctement pour une interaction stable. La présence d'un groupe électronégatif
sur le cycle aromatique ne semble pas entrainer de changements structuraux directs.

Le role de la phosphorylation de la tyrosine a été plus spécifiquement élucidé dans de
nombreux systémes biologiques0-65 mais aucune n'a été réalisée jusqu'ici dans le cas du

récepteur de I'acétylcholine.

Nous proposons dans cette étude d'examiner par RMN le fragment B363—-374 du RACh
humain sous ses deux formes phosphorylée et non phosphorylée, a 1'état libre et au contact de
I'anticorps monoclonal mAb148.

Par un souci de commodité, la position des résidus acides aminés dans le peptide sera

numérotée selon le schéma de la figure III-13 et non pas entre 363-374.
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Figure I11-13. Séquences des peptides phosphorylé et non phosphorylé.

I11.2.1. Protocole utilisé pour I'étude des peptides

Si2 Gz

Pour chacun des peptides étudi€s, nous avons suivi le méme protocole opératoire qui est

décrit ci-dessous.

a. RMN

Les solvants utilisés ont été le DMSO-dg (99.95% D) et l'eau, avec respectivement le

tétraméthylsilane et le sel de triméthysilyl-3-propionate 2,2,3,3-d4 de sodium comme référence

interne.

La concentration des peptides libres a été fixée a 5 mM dans le DMSO-ds.
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Le rapport molaire peptide/anticorps dans H,O/D,O (95/5 v/v) a pH=7 (100mM de tampon
phosphate contenant 0.2% d'azide de sodium) a été fixé a 50/1 (c'est-a-dire 5SmM de peptide et
0.1mM d'anticorps) pour le peptide phosphorylé et 100/1 pour le peptide non phosphorylé.

Les expériences 'H RMN ont été réalisées sur un spectrométre DRX 600MHz 2 4°C et 23°C.
Pour chaque peptide, nous avons réalisé une expérience TOCSY, avec un temps de mélange
de 1,=70ms, et différentes expériences NOESY a des temps de mélange variables, ceci afin
de sélectionner le temps de mélange optimal correspondant a une diffusion de spin minimale.
512 spectres, constituant la dimension F1, sont enregistrés sur 2048 points, sur une largeur
spectrale de 6600Hz. La fréquence du signal de I'eau a été choisie comme fréquence porteuse
(O)). Pour toutes les expériences, la suppression du signal de I'eau a été réalisée en utilisant la
séquence WATERGATE.!!

Les données de RMN sont traitées avec le logiciel XWIN-NMR.12 Avant la transformée de
Fourier, les interférogrammes sont multipliés par une fonction d'apodisation de type sinus
carré déphasée de m/4 (Q4).

Les volumes des pics sont intégrés au temps de mélange T,=350ms (faible diffusion de spin
pour les peptides étudiés), avec le logiciel XEASY!3 et sont convertis en distance grace au
programme CALIBA!4 de DYANA.15

En considérant que tous les noyaux en interaction ont le méme temps de corrélation, nous
avons estimé les distances interprotoniques a partir d'un pic croisé de deux protons séparés par
une distance connue, par exemple la distance entre deux hydrogenes géminaux CPH, (1.78A).
Les corrélations NOE ont été divisées en trois classes selon leur intensité relative forte,
moyenne et faible correspondant respectivement 2 des intervalles de distances 1.8-2.8 A, 2.8-
3.8 A et 3.8-5.5A. Dans le cas des paires de protons géminaux dont la stéréochimie n'a pas été
déterminée (protons Gly- C*H, et protons C*H, des ch»nes latérales), l'intervalle de distances
a été majoré de +0.5A pour compenser l'erreur possible due a l'introduction d'un pseudo-

atome.
b. Modélisation moléculaire

Une procédure combinée de géométrie de distances (DGII) et de dynamique moléculaire

(MD) a été utilisée pour déterminer les caractéristiques structurales des molécules étudiées.
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Nous avons débuté avec des calculs de dynamique moléculaire selon la méthode du recuit
simulé de DYANA!S pour générer des structures partiellement optimisées, qui seront ensuite
améliorées par des calculs de simulation MD avec le logiciel DISCOVER.16

Les calculs ont été réalisés a partir d'une structure étendue, en utilisant la procédure standard
de recuit simulé de DYANA,!5 constituée de 10000 pas en partant d'une température de 8
unités pour décroitre vers 0 unités (unités mesurées en unités de fonction cible, propres au
programme).

Dans les cas de peptides de petite taille, les acides aminés de configuration L adoptent
généralement des valeurs négatives pour l'angles @, nous avons contraint leur variation entre
-10 et —170.

Pour chaque calcul, nous avons généré 50 structures, vérifiant au mieux le jeu des contraintes
imposées. Les 30 meilleures structures issues de DYANA (c'est-a-dire ayant la fonction cible
la plus faible) sont ensuite soumises a un calcul de dynamique moléculaire en utilisant les
contraintes estimées par RMN, avec le logiciel DISCOVER et en utilisant le champ de
forces CVFF.

A cause de la disponibilité d'acces au logiciel DISCOVER, les calculs de simulation MD ont
été effectués sous vide (in vacuo) et le solvant n'a pas été inclus dans le syst¢éme. Dans le cas
présent, pour éviter la surestimation des charges des groupements N et C-terminaux et des
chaines latérales chargées, les charges des chaines latérales sont réduites de moitié alors que
les groupements N et C-terminaux sont bloqués.

Une constante diélectrique dépendant de la distance, égale a 4r a été appliquée.

Les contraintes de distances ont été utilisées avec une constante de force k=20 Kcal/mol/A.
Les calculs ont été effectués a partir d'un protocole de recuit simulé, qui implique
I'exploration de tout l'espace conformationnel afin de trouver le minimum énergétique de la

molécule.

Les différentes étapes de ce protocole sont les suivantes:

1. Une minimisation d'énergie préliminaire (300 pas de calculs avec la méthode du
steepest descent, 300 pas de calculs avec la méthode du gradient conjugué et 300 pas
de calculs avec la méthode de Newton-Raphston)

2. Une équilibration a 1000K par un calcul de dynamique moléculaire sous contraintes
de 10ps, suivie de 4 cycles de 10ps au cours desquels les poids des constantes de force

varient
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3. 140ps de dynamique moléculaire sous contraintes a 1000K. Les structures sur les 40
dernieres ps sont sauvegardées toutes les 2,5ps.

4. 2ps de dynamique appliquée a chaque structure et a chaque étape durant le
refroidissement de 1000K a 300K.

5. Une minimisation finale (300 pas de calculs avec la méthode du steepest descent, 300
pas de calculs avec la méthode du gradient conjugué et 300 pas de calculs avec la

méthode de Newton-Raphston)

Elles ont été appliquées a chaque structure de départ.

I11.2.2. Etude du peptide non phosphorylé

a. Reésultats de RMN

L’analyse combinée des spectres TOCSY et NOESY nous a permis d’attribuer I’ensemble des
signaux protoniques du peptide non phosphorylé. Les spectres du peptide libre sont
représentés sur la figure III-14. Ceux du peptide en présence de I'anticorps m148 sont
représentés sur la figure I1I-15.

L'observation de nombreuses corrélations croisées confirme l'induction d'une conformation
contrainte en présence de l'anticorps mAbl48. D'autre part, on constate la présence de
nombreuses corrélations correspondant aux protons des cycles des résidus tyrosine et
phénylalanine, ce qui suggeére que les chailnes latérales aromatiques de ces résidus sont

fortement rigidifiées au contact de I'anticorps.
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Figure III-14. Spectres du peptide non phosphorylé en solution dans le DMSO.

(a) TOCSY; (b) NOESY.

5.0

Ppm

~5.0
ppm

ppm

7.0

~7.5

~8.0

8.5

88 8.6 84 82 8.0

~-9.0
ppm



Chapitre III: Analyse structurale de peptides actifs en présence d'anticorps monoclonaux III-36

® : OE 00D ©0 0 0
1.0 ' 10
) ¢ "' 0' :: ' 2 2
(- L1.5 0o’ 1 @ 00 0 8 |45
RN
ﬂ? ? ' . ) ; 0
-2.0 2 -2.0
o0 4 (] nh o 0
d Y ob b0
. [} 5
a ‘ 2.5 P -2.5
Tt '
a ? 0 0 ? I | |: g Qw0 a0 0 0
' [} #
(I - v 0 h m ﬂ o
&.’ ! =.I VoA 30 . fgﬂ 29 L4 30
i ul' Y t‘ o ee 2 a M E
e 3.5 B 3.5
* g
v of ® . v |’ 'op 0 @
4.0 o P i ~4.0
0y, ’g- I "ﬁ?i' a f a ’ g
. A nm i ’ ®0 o o
#. :'s ) .Q'J Uc mo @
' & n‘l...-\,g 4.5 "l"d'" ?W §9 0 i 4.5
. v 00 [] I
[}
[ T T = 5 —— r T T T T -5.0
8.5 8.0 7.5 7.0 ppm 8.5 8.0 7.5 7.0 ppm
ppm
7.0
-7.5
- 8.0
8.5
| o L T T T =90
8.5 8.0 7.5 7.0 ppm

Figure III-15. Spectres du peptide non phosphorylé en solution dans H,0/D;0 95%/5% v/v,
et en présence de l'anticorps mAbIl48.
(a) TOCSY; (b) NOESY.
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En raison de la présence de deux résidus proline dans la partie C-terminale du peptide, une
possible isomérisation cis/trans est a envisager. Pour le peptide a I’état libre dans le DMSO,
on observe sur le spectre TOCSY (Figure III-16(a)) un dédoublement des pics concernant le
résidu proline Py, ce qui suggere un équilibre entre une forme frans et une forme cis, dans un
rapport 80/20 respectivement. Sur le spectre NOESY (Figure III-16(b)), seules les
corrélations od(Ko, P)o) sont observées, ce qui confirme la seule position frans entre les
résidus Ko et Pjo. D’autre part, des corrélations ad(Po, Py;) majoritaires sont également
observées, impliquant que la forme frans entre les résidus Pyo et Py; est prédominante. Les
corrélations ao(Pjo, P11), associées a la disposition cis, ne sont pas observées mais cela peut

s’expliquer par la trés faible proportion de ce conformere.

@) o m
ppm 1 ' ppm i o 04 ‘4
: ] g "
2 2] ﬁl%ﬂ:ﬁ%
u‘, P11 =
B3/a3 0
Bsias »
1| p6rasn 1+ BB5/0S
- = op3/a3
1 L | L : 4 —
:m-'_;ﬁ.@_.l fesi g > ¢
H10/510p° @ ¢ 1. G
] ] g‘)&l% 215 ﬁ& .
4 4| praze A _.3- ‘
] ' F e » oo o
1 A ‘..?f ..l-. 8 T @ ¢
s_-l""J""I""I""l""i""l""l" S = T e e
50 45 40 35 3.0 25 2.0 ppm 50 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 ppm

Figure III-16. Corrélations représentatives des dispositions trans et cis sur le fragment
KoP 0P pour le peptide non phosphorylé, a l'état libre dans le DMSO.
(a) TOCSY ; (b) NOESY.
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Dans le cas du peptide en présence de I’anticorps mAb148, les spectres RMN montrent que
seule la forme rrans est présente sur le fragment KgP,q (corrélations ad(Ky, Pjo) et N&(Ko, Pyo)
observées). Les deux formes trans et cis sont observées sur le fragment PPy, étant donné la

présence simultanée des corrélations 0:d(Pyo, P11) et oou(Pyo, Pyy) (Figure II-17).

ppm ][ b ppm ] R o
| 0 | t e
3.5- v 35 .y o
4 1 Jall)
. o ' BT I
3 ' 10/eS, | 4
sug 'ﬁgg’,z

8.8 8.6 8.4 8.2 ppm 5.0 4.5 4.0 ppm

Figure III-17. Corrélations NOE sur la carte TR-NOESY représentatives des dispositions cis
et trans sur le fragment P;oP;; du peptide non phosphorylé en interaction

avec l'anticorps mAb 148.
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L'isomérisation cis/trans de la liaison P;¢/P;; conduit a la présence de deux conforméres bien

distincts dans le milieu, dans des proportions quasi égales 50/50. (Figure III-18).

E_ Yl 4 T E F

NH KS’ R ID| F P' NH ID K |R Y |I

[ 1 | () I [ I I |

PPM 1 Conformere a cmg "™ [|Conformeére b c%H
3.8 1.8+ b
O . .
4.0+ 4.0
4.2+ 4.2
44 4.4
4.6 4.6
4.8- 4.8~
88 87 86 85 84 83 82 81 pme B3 87 &6 35 34 83 82 &1 ppm

Figure ITI-18. Région C*H-NH des cartes de TR-NOESY pour le peptide non phosphorylé en
présence de l'anticorps mAbl48. Les NOE correspondant au conformére a
sont indiqués sur la figure de gauche, ceux correspondant au conformere b sur

la figure de droite.

Ce phénomene n’est pas di a la présence d’impuretés. En effet, nous avons examiné le méme
échantillon en solution aqueuse en absence de I’anticorps et la présence des deux isoméres a
¢été observée dans un rapport 80/20, comme dans le DMSO.

Le TR-NOESY s’effectue dans des conditions adéquates d’échange rapide entre la forme libre
et la forme liée. Différents rapports molaires antigéne/anticorps ont été effectués et ce
phénomene est reproductible dans les différents cas.

En présence de l'anticorps mAb148, il semblerait que les deux conformeéres résultant des

dispositions cis/trans de la liaison PjoP; cohabitent et soient reconnus de la méme maniére.

Les corrélations NOE quantifiées a partir des expériences NOESY sont résumées sur les

schémas de la figure III-19:
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(a) CH,CO G, T, Dy E, Y; Fo I, Ry K, Py Py §,, PAlay,
dNN (i, i+1) — ——
doN (i, i+1) _— e —— —_—
dBN (i, i+1)
dyN (i,i+1) = F——" -
d8N (i,i+1) p——
ddo (i,i+1) e
(C) Ysmrll Ysurlhli Fbmh Feurlhu
(b) (i)
CH,CO G, T, Dy E, Y. F, I, Ry K, P, P, S,, PAla; dN, — SR
dN i e — —
dN, ey R
dNN (i,i+1) R —=u da E— P
doN (i, i+1) s ——— | =51} da, = e
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doN (i,i+1) T S — — da, — e
iy e =" —_— o ==
]
dyN (i, i+1) —_— — — da —_— —_— e
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Figure Il1I-19. Représentation, en fonction de leur intensité relative, des corrélations croisées du peptide

non phosphorylé. Les intensités sont proportionnelles a l'épaisseur des traits.

(a) dansle DMSO ; (b) dans H,O/D,0 95%/5% v/v; (i) Isomére a; (ii) Isomére b.

(c) corrélations des protons aromatiques des résidus Ys et Fg avec les autres protons du
peptide.

La lettre o désigne des recouvrements.
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Des corrélations intenses de type dgn(i, i+1), qui sont généralement observées dans les
structures étendues,66.67 apparaissent tout le long de la séquence. Les corrélations dyn(i, i+1),
représentatives de structures hélicoidales ou repliées, ne sont observées que pour quelques

résidus, aussi bien pour le peptide a I’état libre qu’en présence de I’anticorps mAb148.

Dans le cas des dispositions cis/trans de la liaison entre les deux prolines Py et P, conduisant
a la présence de deux conformeres, il est difficile d’attribuer spécifiquement les corrélations
relatives a chaque contribution en raison de nombreux recouvrements, notamment sur les
chaines latérales. Cependant, dans les deux cas, on observe des corrélations similaires pour les

deux conformeéres et de méme intensité.

Le tableau I1I-4 résume les valeurs des déplacements chimiques, issues des cartes TOCSY et

NOESY.
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Angles dans le DMSO En présence de mAb148
Conformeére a Conformére b
Thr; NH 8.44 8.34 8.64
o 4.27 4.41 4.37
B 3.99 4.27 426
¥ 1.06 1.22 1.22
Asp; NH 8.70 8.36 8.65
o 4.40 4.56 4.56
B 2.95;2.51 2.78; 2.65 2.71;2.64
Gluy NH 8.08 8.52 8.46
o 4.46 4.13 4.17
B 1.97 1.82 1.86
v 2.23;2.14 2.09;2.04 2.13;2.06
Tyrs NH 7.94 8.40 8.29
o 4.33 4.50 4.49
B 2.75;2.59 2.96; 2.90 2.98;2.91
cycle 6.59 6.80 6.80
6.90 7.01 7.01
Pheg NH 8.07 8.25 8.07
o 4.54 4.61 4.55
B 3.01;2.79 3.10; 3.0 3.08;.3.00
cycle 7.2] 7.21 7.21
- 7.35 7.35
Ile; NH 7.89 8.11 8.12
o 4.19 4.07 4.09
B 1.70 1.78 1.80
Y 1.41 1.46 1.47
1.08 1.14 1.17
b 0.82 0.86 0.87
Argg NH 8.02 8.49 8.42
o 4.28 4.28 4.26
B 1.63 1.79; 1.63 1.80; 1.75
¥ 1.47 1.46 1.63
) 3.07 3.20 -
N*H 7.70 - -
Lysy NH 8.08 8.59 8.57
o 445 4.57 4.58
B 1.61 1.80 1.80
Y 1.34 1.47 1.46
) 1.48 1.7 1.70
N"H, 2.72 2.99 -
Projo NH - - -
o 4.53 4.71 4.71
B 2.14; 1.92 2.37;2.04 2.37;2.04
¥ 1.83 1.90 1.90
) 3.65;3.48 3.86; 3.63 3.86; 3.63
Proy NH - - -
o 429 4.47 4.47
B 2.03 2.34;2.05 2.34,2.05
¥ 1.88 1.96 1.96
) 3.58 3.83; 3.66 3.83; 3.66
Seryz NH 7.71 8.55 8.55
o 4.11 4.32 432
B 3.56 3.84 3.84
BAlaj; NH - 8.10 8.10
o - 4.32 4.32

Tableau III-4. Valeurs des déplacements chimiques &ppm) du peptide non phosphorylé a

I’état libre dans le DMSO et en présence de l'anticorps monoclonal mAbl148.



Chapitre III: Analyse structurale de peptides actifs en présence d'anticorps monoclonaux III-43

b. Résultats de modélisation moléculaire

Le protocole décrit précédemment a été appliqué.
Les structures de plus basse énergie issues des calculs de modélisation sont représentées sur

les figures I11-20 et I1I-21:

(a) (b)

Figure III-20. Vues superposées des conformeéres issus du calcul de dynamique moléculaire
du peptide non phosphorylé a l'état libre dans le DMSO.
(a) sur le fragment 4-7 (rmsd 0.59A+0.194); (b) sur le fragment 8-12 (rmsd
0.60420.194).

A 1'état libre dans le DMSO, le peptide non phosphorylé présente deux parties structurées: sur
le fragment 4-7 avec un rmsd de 0.59A+0.19A, et sur le fragment 8-12, avec un rmsd de
0.60A+0.19A.

Les signaux RMN pour le peptide non phosphorylé en présence de I'anticorps mAb148 ont été
attribués pour chacun des conformeres présents.

Comme les corrélations sont globalement similaires pour les deux conformeéres et qu'on
observe de nombreux recouvrements, les contraintes du conformere a ont été appliquées dans
les calculs de modélisation moléculaire, en tenant compte des dispositions cis et trans de la

liaison entre les deux prolines Pjget Py;.
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Figure III-21. Vues superposées des conformeres issus du calcul de dynamique moléculaire

du peptide non phosphorylé en interaction avec ['anticorps monoclonal

mAblI48 effectué avec:
(a) ladisposition trans de la liaison entre les deux prolines Pjget P;;.

(b) ladisposition cis de la liaison entre les deux prolines Pget Py,

En présence de I’anticorps monoclonal mAb148, le peptide se structure davantage.

Les meilleures structures issues de la dynamique moléculaire se superposent sur les atomes du
squelette peptidique du fragment 2-13 avec un rmsd de 0.89A+0.27A lorsque la disposition de
la liaison entre les deux prolines PjoPy, est trans. Elles se superposent sur les atomes du

squelette peptidique du fragment 2-10 avec un rmsd de 0.86A+0.37A lorsque la disposition de

la liaison entre les deux prolines P;oPy; est cis.
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Figure I11-22. Comparaison entre les structures du peptide non phosphorylé estimé d'une
part avec la disposition trans de la liaison entre les deux prolines PPy
(foncé) et d'autre part, la disposition cis de la liaison entre les deux prolines

PmP” (C!af!').

Le peptide non phosphorylé en présence de I’anticorps mAb148 adopte une structure étendue.
Les formes cis et trans conservent des conformations similaires sauf dans la partie C-
terminale au niveau des résidus proline, comme le montre la figure I11-22.

Il a été montré précédemment que chacun des résidus compris entre D3 et Kg étaient
indispensables pour la reconnaissance de l'antigéne par l'anticorps. Pour quelques résidus
(Glug, Ile; et Argg), méme des substitutions par des résidus équivalents (Glus—Gln,
Ile;—Leu, Argg—Lys) abolissent la liaison a certains anticorps. La conformation de cette
partic du peptide serait donc essentielle et serait 2 méme d’expliquer les différences
d’activités. Le fait que les deux isomeres résultant des deux dispositions cis-trans de la liaison
entre les deux prolines Po-P;; soient également reconnus par I'anticorps monoclonal mAb1438

semble indiquer que seul le fragment T>-Ky est a I'intérieur du site de reconnaissance, tandis
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fragment C-terminal restant se situe a l'extérieur du site de liaison de I'anticorps mAb148.

Ainsi l'isomérie cis/trans de la liaison P ¢/Py; ne perturbe pas I'affinité du peptide.

Figure I1I-23. Représentation du repliement sur le fragment T>D;E;YsFsl7Rg

Sur la figure I1I-23, on constate que la région allant du résidu T, a Rg forme une boucle repliée
autour du résidu Ys. En effet, la distance entre le groupement OH de la chaine latérale du
résidu T, et le NH du guanidinium du résidu Rg est inférieure a 4A. Les résidus Ds, Ey, FgetI;
ont leurs chafnes latérales bien dégagées a I’extérieur de cette boucle, alors que celle du résidu
Ys est isolée. Les chaines latérales des résidus I; et Rg, importants pour la liaison a

I’anticorps, ont des orientations opposées.
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Les caractéristiques géométriques des structures sont consignées dans le tableau III-5.

Résidu Angle dans le DMSO En présence de mAb148
Conformation frans entre  Conformation cis entre
PPy PPy
Gly, \V -97.7496.0 -129491 -106+99
Thr, ¢ -105£22 -108+19 -103+4
Y 10446 95+104 8748
%1 70432 30465 56%1
Asps ¢ -113+28 -101£35 01+l
y 125+76 -75£13 -7349
X1 -157493 -130+93 -4+103
Gluy ) -904+23 -105£13 -96+2
1} 22461 9947 10048
X1 179485 -179+2 -177£1
Tyrs 0 -116£27 -122422 -129+19
V) 106+12 156+2 1561
x1 -61+82 7244 70+3
Pheg ¢ -149+7 -89+6 -9045
7 11346 178+6 1764
%1 -112448 58+2 5941
Ile, () -112422 -65+6 -63+4
y 87+19 11645 12048
X1 40471 -131+24 -134%15
Argg ¢ -141438 -111£14 -99421
v -69+65 12317 124+£13
%1 -144458 -661+62 -78+76
Lysy ¢ -134+15 -118+7 -122+18
7 97+11 102+8 114+16
%1 -149+69 -136152 -118+87
Proyg [0)] 17242 1754
Wy 144417 12848 12843
Proy; [0) 17841 -1%1
\j 90+16 15042 14045
Sery; ¢ -157%4 -67+4 -661+3
v 1144100 -1247 -10+6
%1 762 -63187 -95+60

Tableau III-5. Valeurs moyennes des angles diédres calculés a partir des structures issues

des calculs de la dynamique moléculaire.
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I11.2.3. Etude du peptide phosphorylé

a. Résultats de RMN

Le peptide phosphorylé a été examiné en présence de I'anticorps mAb148. Les signaux RMN

ont été attribués par combinaison des techniques TOCSY et NOESY (Figure III-24).

L'observation de nombreuses corrélations croisées NOE d'intensité négative indique que le
peptide se structure en présence de l'anticorps mAbl148. Comme pour le peptide non
phosphorylé, on constate la présence de nombreuses corrélations relatives aux protons des
cycles aromatiques de la tyrosine et de la phénylalanine, ce qui suggeére que ces cycles sont

fortement bloqués au contact de I'anticorps.

Contrairement au peptide non phosphorylé, seule la conformation trans est présente au niveau
du fragment KoP,oP;;, comme l'atteste la seule présence des corrélations N&(Koy, Pjo) et ad(Ko,

Pyo), ainsi que la corrélation od(Pyo, P1)).(Figure 1I1-25)

PPm

3.6

-3.8

- 4.0

~4.2

4.4

4.6

-4.8 —
87 86 85 84 83 82 81 8.0 ppm 46 44 42 40 38 36 ppm

Figure I1I-25. Corrélations NOE sur la carte TR-NOESY représentatives de la conformation
trans présente au niveau du fragment KoPoP); pour le peptide phosphorylé

en présence de l’anticorps mAb148.
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Figure III-24. Spectres RMN du peptide phosphorylé en présence de 2% d'anticorps
mAb148, dans H;0/D,0 95%/5% v/v (pH=7, 4°C, 1,=350ms).
(a) TOCSY; (b) TR-NOESY.
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==z

Le schéma des corrélations NOE sont résumées sur la figure I11-26:
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Figure III-26. Représentation, en fonction de leur intensité relative, des corrélations croisées
du peptide phosphorylé en présence de l'anticorps mAbl48. Leur intensité est

proportionnelle a l'épaisseur des traits.

L'examen complet des pics de corrélation des protons amide entre eux ou avec les protons
C”H montre que le composé adopte une structure repliée compacte en présence de l'anticorps
mADb148. La présence de corrélations NOE intenses, de type NN(i, i+1) a savoir NN(Ys, Fg)
et NN(I7, Rg), couplée a la présence continue de corrélations NOE faibles de type oN(i, i+2)
le long de la séquence D3-Kg9 montre que cette partie de la molécule, incluant le site de
phosphorylation tyrosine, est fortement repliée. La présence additionnelle de quelques
corrélations NOE de type NN(i, i+2), BN(, i4+2), YN(, i+2) et oN(i, i+3) suggeére que le
fragment D3E4YsF¢I;Rg adopterait soit une structure en hélice, soit plusieurs repliements 3
adjacents, d'autant plus que les cycles des résidus Ys et Fg relatifs sont trés contraints dans
cette région et présentent de nombreuses corrélations NOE avec les protons du squelette
peptidique et d'autres chaines latérales.

Le tableau III-6 résume les valeurs des déplacements chimiques, issues des cartes TOCSY et

NOESY.

ds, =
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Résidus Angles Peptide phosphorylé en interaction avec mAb148
Thr; NH -
o 4.36
B 4,28
¥ 1.24
Asps NH 8.68
o 4.61
B 2.75;2.64
Glu, NH 8.46
o 4.18
B 1.96; 1.89
¥ 2.20
Tyrs NH 8.35
o 4.41
B 2.90; 2.94
cycle 6.99
7.08
Pheg NH 8.11
o 4.50
B 3.08; 3.01
cycle 7.25
7.31
7.36
Ile; NH 8.00
o 4.03
B 1.80
Y 1.52
1.21
d 0.89
Argg NH 8.39
o 424
B 1.78
¥ 1.65
Lysy NH 8.45
o 4.57
B 1.81
¥ 1.47
) 1.69
N"H; 2.98
Pl‘Om NH -
o 4.72
B 2:.37:2:05
¥ 1.93
8 3.85;3.63
Proj; NH 3
o 4.48
B 2.34;2.06
Y 1.99
& 3.85
Seryz NH 8.55
o 4.45
B 3.95; 3.89
Glys NH 8.18
o 3.79

Tableau ITI-6. Valeurs des déplacements chimiques &ppm) du peptide phosphorylé en
présence de l'anticorps monoclonal mAb148 (pH=7, 4°C, H,0/D30 95%/5%
v/v).
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b. Résultats de modélisation moléculaire

Le protocole de calculs décrit précédemment a été appliqué.
Les structures de plus basse énergie issues des calculs de modélisation sont représentées sur la

figure I11-27:

Args

Glu, Glus

Figure ITI-27. Vues stéréos des meilleures structures issues du calcul MD.

La superposition sur le squelette peptidique des meilleures structures issues des calculs de
recuit simulé sur le fragment D3E4Y sFsl;RsKo donne un rmsd de 0.59A+0.28A.

Les caractéristiques géométriques de ces structures sont consignées dans le tableau III-7.

Les calculs de dynamique moléculaire conduisent aux valeurs suivantes: (-54+5) (-2+8)
(-86+£5) (-19+8) pour les angles diedres (¢4, Wa) et (¢s, Ys). Ceci correspond a une structure
repliée de type PI autour de la séquence D3E,YsFs, stabilisée par la liaison hydrogéne entre
Fg-NH et D3-CO.(Figure 11I-28)

On note également la présence d'un autre repliement [3, adjacent au premier et localisé dans la
région YsFgl;Rg Il est stabilisé par l'interaction i+3—1i entre les groupes Rg-NH et Ys-CO.

Cela est confirmé par les valeurs suivantes des angles : (-62+5) (-15+2) (-70+£3) (-29+2) des
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angles (¢s, W) et (07, 7) (Tableau III-7), caractéristiques de la présence d'un repliement [ de
type III. (Figure I1I-28)

Résidu Angle peptide phosphorylé en interaction avec
mAb148
Gly, W 14686
Thr; ¢ -109425
v -79+53
%1 47166
Asps ) -106%33
3 170£17
%1 -78+95
Glu, o 5445
j -218
%1 -1731+67
Tyrs ) -861t5
A -19+8
X1 55+65
Pheg ¢ -6215
v -1542
%1 80+6
Ile, ¢ -70+3
Wy -29+2
X1 -35+4
Argg ¢ -141£12
v -30+14
%1 68+47
Lysy ¢ -129425
V] 101£35
X1 -. 66t56
Projo v 180+68
Pro 11 L' 131£55
Sery; o 104421
v 81147
%1 33491

Tableau III-7. Valeurs moyennes des angles diédres calculés dans les structures issues de la

dynamique moléculaire.
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Ile,;

Args

Figure II1-28. Vues superposées des conformeres issus du calcul de dynamique moléculaire
sur le fragment D;E Y sFgl;RsKo,
(a) Représentation avec le squelette peptidique seul.

(b) Représentation avec les chaines latérales.

Le tableau III-8 résume les caractéristiques des liaisons hydrogene intervenant dans les

repliements 3 observés.

Donneur  Accepteur Type HB Dimensions HB Occurrence  Type de
H-N...O (H-N...O) (%) repliement
A) )
Liaisons hydrogéne intramoléculaires
Ys-NH D;-CO 421 1.91-2.19 15.0-254 100
Fg-NH D;-CO i+3—i 2.43-293 2.80-17.7 100 BI
Rg-NH Ys-CO i+3-i 238293 9.5-27.2 100 BIII68
Ko-NH Ys-CO i+4—1 2.01-2.63 16.3-34.7 95 009
S12-HG P1o-CO i+2—i 1.94-3.02 11.0-18.4 27
G3-HN P;;-CO i+2—i  2.21-2.90 29.0-35.0 41

Tableau III-8. Dimensions (A, deg.) et occurence (%) des liaisons hydrogéne du peptide

phosphorylé en interaction avec l'anticorps mAb148.
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Figure III-29. Vues stéréos de la conformation moyenne issue de la dynamique moléculaire

sur le fragment D3E,YsFsl7Rg.

La structure moyenne issue des calculs de dynamique moléculaire est représentée sur la figure
I1I-29. On constate que la chaine latérale du résidu Tyrs est bien dégagée et située a I'extérieur
de la structure repliée.

A la différence du peptide non phosphorylé, présent sous forme étendue en présence de
I’anticorps mAb148, le peptide phosphorylé adopte une structure trés compacte, avec
formation d'une hélice 3,y déformée au niveau du fragment D3E;YsFgl;Rg. Cet arrangement
implique une présentation différente des chaines latérales des résidus adjacents, notamment de

celle du résidu Rg.
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I11.2.4. Comparaison entre les structures adoptées par le peptide phosphorylé et le

peptide non phosphorylé en présence de I’anticorps mAb148

Les perturbations conformationnelles du peptide non phosphorylé par rapport au peptide
phosphorylé peuvent étre appréciées grace a la différence relative de leurs déplacements

chimiques (Figure I11-30).

CINH (non phosphorylé) - NH (phospharylé)

0.6+
{ B C°H (non phospherylé) - C°H (phosphorylé)

0,5
0,4-
0,3
0,2
0,1

ol B | )
0,14

-0,2

-0,3 4

0.4
[ B £ 4 '] & =
E & 3 2 &£ 4 B 3§ OE 3

[BAlalGhyy

Figure III-30. Perturbations des déplacements chimiques des protons amides et des protons

C%H du peptide non phosphorylé par rapport au peptide phosphorylé.

Les protons NH sont en majorité perturbés par I’effet de la phosphorylation. Le résidu D3 est
le plus fortement touché avec une différence de 0.3 ppm. Le changement observé au niveau de
ce résidu pourrait étre le résultat d’une liaison hydrogéne intervenant pour le peptide
phosphorylé, et non pour le peptide non phosphorylé.

La différence de 0.1 ppm des déplacements chimiques des NH de la portion E4-Ky suite a la

phosphorylation est compatible avec le passage d'une forme étendue (peptide non

phosphorylé) a une forme en hélice 3, (peptide phosphoryl€).70
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Figure III-31. Vues stéréos de la conformation moyenne issue de la dynamique moléculaire
sur le fragment D;E;YsFsl;Rg Ko,
(a) Peptide non phosphorylé ; (b) Peptide phosphorylé.

La figure III-31 représente les vues stéréos de la conformation moyenne du peptide

phosphorylé et non phosphorylé, en interaction avec 1’anticorps mAb148.
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La différence dans le comportement conformationnel entre les deux peptides est aussi visible
en comparant les expériences de TR-NOESY (Figure III-15b et III-24b). Le peu de
corrélations NN(i, i+1) de faible intensité observées dans le cas du peptide non phosphorylé
dénote une structure étendue. Au contraire, le peptide phosphorylé présente simultanément
plusieurs corrélations NN(i, i+1) intenses, des corrélations NN(i, i+2) et plusieurs corrélations
aN(i, i+2) continues au niveau du fragment D3;-K¢ compatibles avec une structure en hélice
310. De ce fait, toutes les chaines latérales dans les structures tridimensionnelles n'ont pas la
méme orientation.

On constate aussi que lors de la complexation, les protons aromatiques (Y, Fg) dans les deux
peptides, phosphorylé et non phosphorylé, présentent un grand nombre de corrélations NOE
avec les protons des autres résidus adjacents. Ce fait semble indiquer qu'au contact de
l'anticorps mAb148 et dans la conformation du complexe, les deux cycles aromatiques des

résidus Y et Fg sont bloqués et occupent une position centrale.

On a vu que la phosphorylation de la BTyr367 réduit sensiblement la liaison de l'antigéne a
l'anticorps mAb148. Ce phénomene pourrait s’expliquer par les conformations différentes
adoptées : la phosphorylation induit une structuration accrue de I’octapeptide
VICEp, notamment dans la région comportant le site de phosphorylation. Cela suggére que la
tyrosine, encombrée par le groupement POs;H, entraine une conformation locale plus
compacte du peptide. Il se pourrait donc que le site de liaison de I'anticorps mAb148 soit un
sillon assez étroit dans lequel la structure étendue du peptide non phosphorylé pourrait
s'adapter. au contraire, l'encombrement de la structure compacte adoptée par le peptide
phosphorylé semblerait étre moins favorable. Ceci expliquerait la faible valeur de 1'affinité du
peptide phosphorylé vis-a-vis de l'anticorps mAb148, comparée a celle du peptide non

phosphorylé.
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I11.2.5. Conclusions

Dans le but de déterminer le role fonctionnel et structural du site de phosphorylation Tyr, un
fragment peptidique de la sous-unité B du récepteur de l'acétylcholine (RACh) a été étudié,
sous forme phosphorylée et non phosphorylée, a I'état libre dans le DMSO et en interaction
avec l'anticorps mAb148.

En raison de la présence de la séquence KPP, le peptide non phosphorylé a I'état libre se
présente sous forme d'un mélange de deux conformeéres trans et cis, dans un rapport 80/20
respectivement. Les calculs de modélisation moléculaire ont montré la présence de deux
parties structurées au niveau des fragments EYFI et RKPPS. En présence de I'anticorps
mADb148, le rapport cis/trans augmente jusqu'a 50/50. Les deux conforméres sont également
reconnus et présentent une meilleure affinité que le peptide phosphorylé. Deux calculs
paralleéles ont été effectués en tenant compte de l'isomérie cis/trans concernant la séquence
Pro-Pro, et ont conduit dans les deux cas a des structures étendues superposables le long du
fragment TDEYFIR. Les structures des deux conforméres ne différent que dans la partie C-
terminale du peptide.

Contrairement au peptide non phosphorylé, le peptide phosphorylé adopte une structure
compacte avec formation d'une hélice 3,y déformée au niveau du fragment DEYFIR. Seule la
conformation frans est présente. Les différences structurales observées sont en bon accord
avec les tests biologiques.

Cette étude conformationnelle préalable peut servir de point de départ a une meilleure
compréhension du réle de la phosphorylation de la tyrosine dans le mécanisme d'action du
récepteur RACh. Dans cette optique, une étude similaire mérite d'étre entreprise avec le
fragment homologue de la sous-unité § du RACh du poisson torpille, qui partage les mémes
conclusions immunologiques. Il serait également judicieux d'étudier ces différents fragments
en présence d'un autre anticorps dirigé contre le site de phosphorylation, mais ne pouvant

inhiber le canal ionique du récepteur.
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CONCLUSION - PERSPECTIVE

Les peptides, agents naturels intervenant dans de nombreux processus biologiques,
présentent un intérét thérapeutique important mais leur fragilité face aux protéases est telle
qu’ils ne peuvent étre utilisés in vivo. L'introduction de liaisons pseudopeptidiques dans des
peptides est devenue au cours de ces derniéres années une stratégie des plus intéressantes afin
d'améliorer leurs caractéristiques physico-chimiques propres et leur aptitude a interagir avec
leurs partenaires biologiques.

Afin de rigidifier le squelette peptidique et de favoriser I'établissement de structures
privilégiées, les cyclisations du squelette par l'intermédiaire des extrémités N- et C-terminales
ou par le biais des chaines latérales fonctionnelles, ont été réalisées pour remplacer les
peptides linéaires. Dans de nombreux cas, ces peptides cycliques se sont avérés étre plus
actifs que leurs précurseurs linéaires. Cependant, jusque 13, aucune étude systématique n’avait
été entreprise pour déterminer les possibilités de mimer une boucle naturelle fermée par un
pont disulfure.

Dans la premiére partic de ce mémoire, nous nous sommes intéressés au fragment
immunodominant cyclique 600-612 de la glycoprotéine gp41 du VIH-1, utilisé couramment
dans les trousses de diagnostic du SIDA.

Des €tudes structurales et immunologiques ont été menées en paralléle sur le peptide parent et
différents analogues, comportant des modifications visant soit tout ou une partie du squelette
peptidique, soit les chaines latérales. L’analyse conformationnelle de la séquence naturelle est
d’un grand intérét en relation avec sa reconnaissance par les anticorps et dans le but d’aider a
la conception d’une molécule dotée d’une plus forte affinité pour les anticorps. Nous avons
ainsi conduit une modélisation moléculaire sous contraintes, dans le vide, des structures du
peptide parent et de ses analogues, en espérant mettre en évidence des propriétés
conformationnelles modulant leur activité par les anticorps. Les tests immunochimiques ont

mis en évidence la présence d’analogues ayant une meilleure affinité que le peptide parent en



présence de sérums de patients séropositifs. Ils ont également montré que les résidus G, K et
L étaient indispensables & la reconnaissance par les anticorps anti-gp41. Notre analyse
conformationnelle a révélé que cette région était le siege d’éléments structuraux spécifiques
(structures repliées). D’autre part, la disposition des chaines latérales est telle que celles des
résidus Lys et Ile pointent du méme c6té de la surface définie par la molécule, tandis que celle
du résidu Leu leur est opposée. Les analogues comportant un pont lactame, de taille variable,
ne peuvent généralement adopter de telles caractéristiques, expliquant par-1a leur absence
d’affinité vis-a-vis des anticorps anti-gp41. Nous avons aussi montré que le pont lactame ne
pouvait constituer dans ce cas un bon mime de la liaison disulfure requise pour la
reconnaissance du peptide. Le pont lactame impose une conformation trop contrainte du
cycle. L’introduction de groupements méthylene —CH, apporte des degrés de liberté
conformationnelle supplémentaires et permet de retrouver la flexibilité relative engendrée par
le pont disulfure.

Enfin, notre étude a révélé que la conservation de la disposition des chaines latérales des
résidus essentiels permettait d'expliquer l'affinité des analogues substitués avec des acides
aminés [ vis-a-vis des anticorps anti-parents et en présence de quelques sérums de patients
séropositifs. Ces dispositions ne sont cependant pas suffisantes vis-a-vis des anticorps anti-
gp41, étant donné I’absence de structuration spécifique au niveau de la boucle.

Cette étude sur des pseudopeptides cycliques a consisté en une approche préalable pour tenter
de déterminer des corrélations claires entre les données structurales et les propriétés
immunochimiques. L'ensemble de ces résultats laisse entrevoir des orientations intéressantes
dans la poursuite de ce travail. Dans la perspective de développer des mimes plus efficaces de
la structure cyclique naturelle, il serait judicieux de conduire une étude en présence des
anticorps monoclonaux anti-gp41 et anti-parents afin de vérifier les hypothéses avancées.
Lans ces conditions, on se placerait dans le cas d'un systeme similaire a celui appliqué a la
détection de I'antigene p24 dans les tests commerciaux de diagnostic du VIH-1. Un calcul de
modélisation par homologie de la structure tridimensionnelle des anticorps, suivi par une
opération par "docking" de l'antigéne dans la cavité du site de liaison permettrait une
connaissance plus approfondie de I'environnement structural du site de liaison des anticorps.
D'autre part, 1'étude conjointe de la région homologue du VIH-2, formant également une
boucle fermée par un pont disulfure, pourrait s'avérer riche en renseignements. Les deux
séquences different largement dans leurs séquences primaires mais se révelent fortement
immunogeénes. La mise en évidence de caractéristiques structurales conjointes constituerait un

point de départ pour I'élaboration de nouvelles molécules.



Dans une seconde partie, nous avons développé des études structurales d'antigénes
spécifiques, en interaction avec les effecteurs du systéme immunitaire car il n'est pas rare
d'observer une évolution conformationnelle lors de la fixation de I'antigéne par les anticorps.
La connaissance de la géométrie locale du site d'interaction entre l'anticorps et son ligand est
fondamentale pour mieux appréhender le mode de reconnaissance spécifique de l'antigéne par
l'anticorps, qu'il soit une macromolécule ou des peptides modifiés. Les expériences de
transfert des effets Overhauser nucléaires permettent notamment d'obtenir des renseignements
d'ordre structural sur la conformation de I'antigéne au contact de l'anticorps.

Nous avons effectué 1'étude structurale du fragment C-terminal de l'histone H3 et de ses
analogues rétro-inverso, en interaction avec un anticorps monoclonal dirigé contre le fragment
parent. Nous avons ainsi montré que les peptides L et RI de la séquence IRGERA adoptent
une structure repliée au contact de I’anticorps monoclonal 4x11. Cependant, leur mode de
repliement B implique des régions différentes dans les deux séries de peptides. La forte
affinité vis-a-vis de I'anticorps monoclonal 4x11, observée avec les peptides rétro-inverso,
voire proche de celle de I'histone H3, montre que les peptides rétro-inverso sont capables de
mimer favorablement le site antigénique dans la protéine entiére. Les calculs de dynamique
moléculaire ont également montré que les chaines latérales des résidus essentiels Glus, Argg et
Alag(mAy) conservaient la méme orientation par rapport au squelette peptidique, ce qui
pourrait étre une explication de l'activité antigénique croisée observée entre les peptides
parents et rétro-inverso.

L'approche rétro-inverso est apparue comme une démarche originale dans le cadre de la
reconnaissance antigénique et a montré son succeés sur de nombreux systemes. Cependant,
jusqu'a présent, peu d'études structurales ont été réalisées sur ces analogues
pseudopeptidiques. Cette étude est la premiére réalisée en présence d'anticorps spécifiques, et
non a l'état libre. Elle a permis d'avancer des données structurales permettant de mieux
appréhender le mécanisme de la reconnaissance antigénique dans le cas de ce type de

pseudopeptides.

Enfin, dans la derniére partie de ce mémoire, nous avons mené une étude d'un systéme
antigéne/anticorps en relation avec une maladie auto-immune, la myasthénie (Myasthenia
Gravis). Dans le but de déterminer le role fonctionnel et structural du site de phosphorylation
Tyr, un fragment peptidique de la sous-unité [ du récepteur de l'acétylcholine (RACh) a été
étudié, sous forme phosphorylée et non phosphorylée, a I'état libre dans le DMSO et en

interaction avec l'anticorps mAb148, dirigé contre le peptide non phosphorylé..



.

En raison de la présence de la séquence KPP, le peptide non phosphorylé a I'état libre se
présente sous forme d'un mélange de deux conforméres trans et cis, dans un rapport 80/20
respectivement. En présence de I'anticorps mAb148, le rapport cis/trans augmente jusqu'a
50/50. Les deux conformeres sont également reconnus et présentent une meilleure affinité que
le peptide phosphorylé.

Contrairement au peptide non phosphorylé, le peptide phosphorylé adopte une structure
compacte avec formation d'une hélice 39 déformée au niveau du fragment DEYFIR. Seule la
conformation frans est présente. Les différences structurales observées sont en bon accord
avec les tests biologiques. Cette étude conformationnelle préalable constitue un point de
départ non négligeable pour une meilleure compréhension du réle de la phosphorylation de la
tyrosine dans le mécanisme du récepteur RACh. Les perspectives de ce travail sont
prometteuses. Il serait entre autre judicieux d'étudier ces différents fragments en présence d'un
autre anticorps dirigé contre le site de phosphorylation, mais ne pouvant inhiber le canal

ionique du récepteur.

Les résultats présentés dans cette thése illustrent l'apport de la RMN et de la
modélisation moléculaire dans la détermination de structures tridimensionnelles de peptides
seuls ou en interaction avec un anticorps monoclonal. Ils montrent en particulier les
modifications structurales dues aux mécanismes d’interaction entre les différents partenaires

biologiques.
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A. MODELISATION MOLECULAIRE

La modélisation moléculaire est une méthode relativement ancienne qui a connu un
développement spectaculaire grace aux améliorations des capacités informatiques.

Elle est ainsi devenue partie intégrante du registre des méthodes d'analyse structurale, au
méme titre que la spectroscopie par Résonance Magnétique et la diffraction des rayons X.

Son but est entre autre de déterminer une structure ou un ensemble des structures
tridimensionnelles de molécules biologiquement actives, compatibles avec les données de
RMN ou de RX. Cette technique est particulicrement utile lorsqu'il s'agit de rationaliser la
conception de nouvelles molécules a visée thérapeutique (drug design), de développer de

nouveaux matériaux ou encore d'étudier la réactivité moléculaire.

A-1. Représentation de la fonction d’énergie potentielle

Le champ de force est la représentation empirique de la surface d'énergie potentielle et
contient tous les paramétres nécessaires aux calculs:

- La forme mathématique des équations mettant en jeu les coordonnées utilisées (longueur des
liaisons, angles de valence et angles diédres) et les atomes non li€s (termes €lectrostatiques et
de van der Waals).

- Les parametres expérimentaux utilisés pour reproduire correctement la structure covalente
d’une molécule.!

Ces valeurs sont collectées d'aprés des résultats expérimentaux obtenus par spectroscopie
Infra-Rouge, micro-onde, diffraction des rayons X, diffraction des neutrons ou a partir de

calculs quantiques ou semi-empiriques.

a. Description
Le champ de force se décompose en plusieurs termes:
V(r)=v(covalent) ik V(non covalent)

Ou V(ccvalent)= Va+ Vg + V¢+ Vx"' V déformation

v(non covalent) = VVDW iy Vélec' i VHB
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Il sera décrit ici les équations du champ de force CVFF2 (Consistent Valence Forcefield),

implémenté dans le logiciel DISCOVER3 que nous avons utilisé dans nos études.

E. ZD,, —exp(-ab-b,))f ZH WO=19,)2 += ZH [14cos(ng —7) |+ ZH 22

+3 Y F,,.(b-b,)(®' b'”)+22FM (zﬂhﬁa)(ﬁ'—tﬂ'”)+22Fw(b—bu)(19—190)

e iy

qa. A. B.
FIF. ot O-)E= )+ S S 43S [———+“f]+ 5 G
(] e

i j=i ,} 8"‘.} paires rjj‘ ! if

Une illustration de ces termes est donnée sur la figure A-1:

(7) () )

(10)

Figure A-1. Représentation graphique du champ de force CVFF
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Vq (Figure A-1.1) est une fonction d'énergie de Morse liée a la longueur b de la liaison
chimique. Le paramétre Dy, est une constante de force associée a cette liaison et variable selon

son type. La constante b, est la constante a I'équilibre.

Vi (Figure A-1.2) est une fonction harmonique qui force l'angle de valence 0 a s'approcher de

sa valeur d'équilibre 6,; Hp est la constante de force.

V, (Figure A-1.3) est une fonction qui correspond a l'énergie de rotation de l'angle di¢dre ¢:

Hy est la constante de force, ¢, la phase et n la multiplicité.

V, (Figure A-1.4) est une fonction associ€e aux angles de torsion impropres des atomes

coplanaires

V déformation (Figure A-1.5/9) correspond a des termes non diagonaux représentant 1'énergie de
couplage de déformation des différentes coordonnées internes. Contrairement aux autres

termes, ce terme n'a pas d'influence décisive sur le résultat des calculs.

Vvpw (Figure A-1.10) est le potentiel de Lennard-Jones de type "6-12" comprenant trois
termes d'interaction: la répulsion de van der Waals provenant du principe d'exclusion de
Pauli, la répulsion électrostatique nucléaire et la dispersion de London (attraction de type
dipdle-dipdle) due a la fluctuation des charges d'un atome a proximité d'un autre.

Aj; et bj; sont spécifiques de chaque couple d'atomes i, j et rj; est la distance entre ces deux

atomes.

Ve (Figure A-1.10) est un terme représentant I'énergie d'interactions coulombiennes entre 2
atomes porteurs de charges ponctuelles g; et qj, séparés par une distance rj; et dans un milieu

caractérisé par une constante diélectrique €.

Vup est une fonction de type Lennard-Jones introduisant explicitement 1'énergie de liaison
hydrogéne. Elle n'est pas définie dans tous les champs de force. Sa présence dans 1'équation
est facultative. Essentiellement d'ordre correctif, Vyp est introduit dans quelques champs de

force afin de compenser une mauvaise description des liaisons hydrogeéne.
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Comme on l'a vu, chaque champ de force est caractérisé par son jeu de parameétres. Ils ont
ensuite €té testés et affinés sur différents systémes. Cela implique que chaque jeu de
parametres est adapté aux types de molécules pour lesquels il a été ajusté. Certains champs de
force sont plus particulierement destinés aux petites molécules organiques comme MM24 ou
organo-métalliques comme ECFF.2

D'autres s'adaptent mieux aux macromolécules biologiques comme ECEPP,> AMBER,®
GROMOS,” CHARMMS ou CVFFE.2 Certains champs de force sont plus généralistes:
TRIPOS?® ou CFF91.10

b. Problémes liés a I’évaluation des interactions non liées

Le calcul des termes énergétiques de toutes les paires d’atomes non liés d’une molécule
prendrait un temps considérable car le nombre d’opérations a effectuer est proportionnel a N?,
N étant le nombre d’atomes de la molécule. On doit donc limiter dans les calculs la portée des

interactions a une certaine distance appelée distance de coupure ou cut off.

Comme la valeur des forces de van der Waals est proportionnelle a 1/r°, il est raisonnable de
prendre une distance de coupure de I'ordre de 8-10A. Dans le cas des forces coulombiennes,
proportionnelles a 1/r, il faut définir un rayon de coupure plus grand.

Cependant, si les cut offs sont appliqués sur la base d’une interaction atome-atome, des
artefacts peuvent étre introduits lorsque le dipdle comporte un atome a I’intérieur du rayon de
coupure et un autre a I’extérieur. Au lieu d’ignorer une interaction dipdle-dipdle relativement
faible, on introduit artificiellement une grande interaction monopdle-monop6le. Pour éviter
ces artéfacts, on applique les cut offs sur les groupes chargés. Si la distance entre deux atomes
de deux groupes chargés est inférieure au cut off, toutes les interactions entre paires sont

tenues en compte. Par contre, si elle est supérieure, tous les atomes sont exclus.

Cependant, couper abruptement les interactions non liées a une certaine distance conduit a des
discontinuités dans le calcul de I'énergie. La stricte conservation de 1'énergie dans le systéme

microcanonique (ou le nombre N de molécules, le volume V et I'énergie interne E demeurent

constants) est rompue. 11
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C’est pourquoi, pour €viter la discontinuité de I'énergie, on multiplie les termes d'interaction
non liée a proximité de l'extrémité de la distance de coupure par une fonction S(r), dite
fonction d'amortissement ou de switch qui est définie par deux variables :

-Une qui détermine le point a partir duquel la fonction est égale a zéro

-Une qui définit Iintervalle dans lequel la fonction décroit doucement de 1 a 0
Cela permet d'atténuer 1'énergie d'intraction de maniére continue.8

La forme de cette fonction est représentée sur la figure A-2:

Figure A-2. Le potentiel effectif, E ,on lice, €st le produit du potentiel non lié E(r) et de la

fonction d'amortissement S(r)

La forme la plus courante de la fonction S(r) est celle d'un polynéme d'ordre 2:12

S(r, R, Re) = 1 pour r<Rg
2 _ 2\ p2 2 _ap?
Liftests )(f“ +§r i) pour Rs<r>R¢
(Rc - Rs )3
0 pour r<R¢
avec [ﬁ] = [d—S] =0 etS(R,) =0
dr 1, r 1.

Rc étant le rayon de coupure et Rg le rayon de switch telle que l'interaction soit amortie dans

l'intervalle [Rs, Re].
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Cette facon d'évaluer les interactions non liées est trés simpliste. En fait, les interactions
€électrostatiques entre les groupes chargés ne sont pas négligeables, méme a une distance au-
dela de 20A. Cependant, il est impossible de tenir compte dans les calculs d'un rayon de
coupure de cet ordre de grandeur car le temps de calcul augmente proportionnellement avec le
carré du nombre d'atomes et le cube du rayon de coupure. L'optimisation de tous ces
paramétres est importante quant a 1'évaluation des interactions a longue distance. Ceci peut

avoir une grande influence sur la stabilité du comportement dynamique de la molécule.!!

D'autres méthodes sont envisagées pour évaluer les interactions non liées (interactions de
Coulomb et London) notamment celle du double rayon de troncature ou double cut off.1?
Dans cette approche, toutes les interactions non liées de deux atomes, dont la distance est
inférieure au premier rayon de coupure, sont estimées. Par contre, pour les atomes dont I’écart
se situe entre les deux rayons de coupure, leurs interactions sont déterminées avec une

fréquence plus grande.

Une autre méthode « Cell multipole method »,'3 plus rigoureuse et plus efficace, divise le
volume dans lequel est enfermée la molécule en cellule parentes. Dans chacune d’elles, la
distribution des charges ponctuelles est remplacée par le développement en séries des
multipoles : monopoles (q), dipoles (W), quadrupoles, etc...

Le potentiel d’interaction ¢ des atomes de chaque cellule est défini comme la contribution ¢s
des atomes des cellules avoisinantes (Cs) et la contribution ¢, de I’ensemble A des atomes des

cellules lointaines (Cy), centrées en position (r4).

o(r)=@s(r)+9,(r) = St

JECsIr

|+ >0, (r=r)+0,(r=r,)

AeCy

Cette méthode est destinée aux systemes moléculaires plus importants. Son avantage
considérable par rapport a la méthode précédente réside dans le nombre plus réduit

d'interactions a calculer qui est proportionnel 2 N et non plus 2 N,
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c. Prise en compte du solvant

Les interactions dues au solvant jouent un role essentiel dans la détermination des
conformations et des propriétés des macromolécules.!4-16

Différentes méthodes permettant de tenir compte du solvant ont été mises au point. Aucune
n'est réellement satisfaisante et ne permet de modéliser a la fois les propriétés physiques du
solvant et d'un systéme macromoléculaire lors d'une méme simulation.

Les simulations en présence de solvant explicite nécessitent un grand nombre de molécules de
solvant, de fagon a pouvoir inclure les interactions a longue distance. De fait, elles sont
extrémement cofiteuses en temps de calculs.

Il se pose alors le probleme du choix de la constante di€lectrique € selon que les calculs sont

effectués dans le vide ou en présence de molécules de solvant.
(1). Solvant implicite

En raison de la difficulté de représenter le milieu environnant, la plupart des simulations sont
effectuées dans le vide, en particulier lorsque l'on cherche a explorer I'espace
conformationnel. On choisit alors une valeur de la constante di€lectrique qui dépend de la
distance g=r;;.6,17

Cette méthode présente deux avantages. Elle permet tout d'abord de mieux rendre compte des
effets de polarisation dans les interactions attractives en donnant un poids plus important aux
interactions a trés courte distance. Elle permet ensuite de compenser 'absence de molécules
de solvant en réduisant les interactions a longue distance plus que celles a courte distance
simulant l'effet d'écran du solvant.

On a montré!8:19 que les meilleurs résultats pour les peptides et les petites protéines en
solution aqueuse sont obtenus avec une constante di€lectrique &,(r)=4r;. Il n'y a pas réellement
d'argument physique pour justifier ce choix.

Toutefois, I'absence de solvant ne permet pas de rendre compte des effets de solvatation sur
des groupes chargés. Une diminution de la charge ponctuelle du groupement chargé solvaté

peut permettre de palier a ce probléme.



Annexe A: Modélisation moléculaire A-8

(2). Solvant explicite

Dans le cas d'études cinétiques ou dynamiques dépendant du temps, il est primordial de
représenter explicitement le solvant afin de tenir compte des effets de ralentissement dus aux
forces de friction. Cela est également vrai lorsque I'on veut mettre en évidence une interaction
particuliere, par exemple entre une molécule d'eau et une protéine.

Etant a la fois donneur et accepteur de liaisons hydrogéne, les molécules d'eau jouent un rdle
tres important dans la stabilisation de la structure locale des biomolécules, et dans la

stabilisation des complexes protéines-ligands ot une molécule d'eau peut intervenir par

pontage.20

Pour représenter les molécules de solvant, on peut soit utiliser une couche de solvant, soit
plonger la molécule dans une boite de solvant. Cette derniére méthode est la plus efficace car
elle permet de limiter les problémes de discontinuités des interactions en utilisant les
conditions périodiques aux limites (Periodic Bound conditions, PBC).

Une image de la boite centrale est répétée dans les trois directions de l'espace. Chaque
molécule de solvant sortant de la boite est remplacée par une molécule image, qui suivant la
méme trajectoire, va rentrer dans la boite du c6té opposé. Ainsi, chaque molécule est entourée
de voisins, qu'ils soient réels ou qu'ils s'agissent de molécules images.

La valeur de la constante diélectrique sera alors choisie égale a une constante e=1. Une valeur
de £=78 pour l'eau par exemple reviendrait en effet a prendre deux fois en compte I'effet du

solvant.

A-2. Mécanique moléculaire

Une fois le champ de force choisi, le calcul le plus simple pour la recherche de la
conformation de plus basse énergie potentielle et donc de la conformation la plus stable est la
minimisation d’énergie.

Différentes méthodes sont accessibles, basées sur des algorithmes itératifs, qui a chaque
étape, déterminent un point ou la fonction énergie potentielle est plus faible que la précédente.
Une recherche de minima ne conduira qu'a la détermination de minima locaux, correspondant
a une conformation de la molécule proche de celle de départ.

Ces méthodes sont utilisées essentiellement pour:
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- Supprimer les mauvais contacts interatomiques
- Affiner un modele déterminé

- Comparer la stabilité relative de différents modeles

Il existe de nombreux algorithmes de minimisation plus ou moins efficaces et rapides.
L'objectif de ces méthodes est, a partir d'une structure définie par les coordonnées de départ
R,, de déterminer un vecteur r, de déplacement des coordonnées, qui ramene la molécule dans
I'endroit de l'espace conformationnel ot le minimum de potentiel peut étre atteint, c'est-a-dire

V(R + 1) > V(R,). La procédure est arrétée apres k itérations si V(Rx) £ V(Rg.1).

a. Steepest descent

Dans la méthode de la plus grande pente ou steepest descent, la nouvelle géométrie est définie

en suivant la plus grande pente de la surface d'énergie potentielle autour de la géométrie

initiale. R, s'écrit en fonction du gradient de potentiel (Figure A-3):21

R, = -0,AE(R)

Ou o, est un parametre qui définit le pas de déplacement. Ce dernier évolue a chaque itération
en fonction de I'énergie. Si cette derniére augmente, le pas sera plus petit a I'étape suivante.
Dans le cas contraire, pour accélérer la convergence, il sera grand.

Cette méthode est surtout efficace dans le cas d’une minimisation préliminaire, visant
I’élimination des mauvais contacts de van der Waals. Elle a cependant le désavantage de
joindre le minimum le plus proche, sans pouvoir franchir les barriéres de potentiel d’énergie
élevées.

La convergence de cette procédure au voisinage du minimum n’est pas bonne (convergence

trop lente, phénomene d'oscillations).

b. Conjugate gradient

Basé sur le méme principe que la méthode précédente, cet algorithme?2.23 utilise le résultat
des itérations précédentes de fagon & accélérer la convergence a l'approche du minimum. La

premiére itération suit la direction opposée a celle du gradient, mais les itérations suivantes
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suivent la direction donnée par une combinaison linéaire de l'opposé du gradient et des

directions de recherches précédentes (figure A-3):

Rn = 'aan

8n = [-AsE + An-an ]

2

V E
Bis v, - dans le cas de la méthode de Polak-Ribiere
IvnulEl
V:E‘VrJE_Vn-IE -
oufB,= dans le cas de la méthode de Fletcher-Reeves

V. Bl

=

La convergence de cet algorithme est meilleure que celle de la méthode précédente. C’est une

méthode de choix pour les systémes larges.

Figure A-3:

@ g Evolution des itérations dans un
@t @ puits d'énergie (contours) en
fonction des algorithmes.
Le point de départ est en a.

Plus grande Pente Gradients Conjugués
c. Newton-Raphston
Cette méthode permet de trouver le minimum d'une fonction en l'approchant par son

développement de Taylor au 2° ordre (développement quadratique). On évalue alors non

seulement le gradient mais également le hessien de la fonction d'énergie:
E(R) = E(Ry+d) = E(Ry)+d V E(Rn)+% d*V’E(R,) avec d = R-R,

Cette méthode est lourde en calculs car elle requiert un espace mémoire important

mais bénéficie d'une excellente convergence. Elle se limite a des systémes de petite taille.
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d. Quasi Newton-Raphston

C'est une variation de la méthode précédente qui utilise un calcul numérique et non analytique
de la dérivée seconde permettant une itération plus rapide.24

La méthode est moins sensible aux structures instables mais conserve les limitations quant au
nombre d'atomes. Par contre, le critére de fin de recherche est basé sur la minimisation des
forces (dérivée seconde). Elle se révele donc plus adaptée pour achever la minimisation quand

la structure est déja relativement proche du minimum.

A-3. Dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire permet de simuler le comportement dynamique d’une molécule.
Elle permet aussi d’explorer tout I’espace conformationnel grace a I'apport d’énergie
cinétique qui autorise le franchissement des barrieres de potentiel plus importantes que par
minimisation.

Ce calcul permet de résoudre de maniére numérique les équations du mouvement d'un
ensemble de N atomes d'une molécule dont les interactions sont définies par sa fonction
potentielle V. Aprés avoir opéré une premiere distribution aléatoire des vitesses atomiques a
la température désirée, de nouvelles positions atomiques sont recalculées réguliérement afin
de simuler I'évolution du systeme au cours du temps. La fréquence de calculs des nouvelles
coordonnées doit étre de 'ordre de grandeur des mouvements moléculaires de haute fréquence
107 s) pour une intégration correcte de la trajectoire. L'étude des mouvements lents (grande
amplitude/ basse fréquence) tels que des réarrangements de structure tertiaire dans les

protéines sont donc difficiles a étudier du fait du temps important de simulation demandé.

L'équation de Newton est I'équation du mouvement la plus couramment utilisée pour décrire
la dynamique d'un systéme sur une échelle de temps allant de la femto a la nanoseconde.

Elle s'écrit comme suit:

dzr;j(t) e
— =

F;(t)=m, ma.

1y

ou Fj; représente la composante suivant la direction j de la résultante des forces agissant a
chaque instant sur l'atome i, et r;; est la coordonnée j de l'atome i de masse m;.

Fj; est relié a la fonction d'énergie potentielle précédemment décrite par:
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0
F,(t)=-VrV(r) = —51/(:;,;'2 ...... )

i
Pour une molécule de N atomes, on obtient alors un systéme de 3N équations indépendantes.
Elles peuvent étre résolues a condition que les forces soient calculées dans un laps de temps

suffisamment court pour qu’elles puissent étre considérées comme constantes.

Différents algorithmes permettent la résolution de I'équation newtonienne par leur intégration
discréte en fonction du temps.

[Is sont tous basés sur le méme principe, qui consiste en la détermination des grandeurs a
l'instant 7+ 6t a partir d'informations connues a l'instant ¢, ot étant le pas d'intégration.

Ils utilisent un développement en série de Taylor au voisinage de ¢ de la position pour
l'algorithme de Verlet,25 et un développement en série de Taylor au voisinage de ¢ de la

vitesse pour l'algorithme de Leap Frog.26
a. Algorithmes d'intégration

(1). Algorithme de Verlet:

5 102 1 6a; 4
v (t+0t) =1, (t) + 6tv, (r)+55r a,.j(r)+§§r~+6r 0(1)

1 1 6a;
r, (t=8t) = r, (1) = 6tv, (1) +56:2a,.j () —§ﬁ+5z“0(:)

ou v; et a; sont les composantes des vitesses et de l'accélération et rj est la coordonnée j de
I'atome i de masse m; d'ov.

ry (t+8) = 2r, (1) — 1 (t = 6t) + 6t *a, (1) + 6t 0(2)

rij est donc déterminé a partir de la position et de l'accélération du pas précédent. Le terme
négligé est d'ordre 4. Cette expression n'inclut pas le calcul explicite des vitesses et ne permet
pas, lors d'une simulation de dynamique moléculaire un contrdle de la température du systéme
par ajustement des vitesses. Afin d'évaluer 1'énergie cinétique, on peut calculer la vitesse par
la relation suivante:
r; (£ +6t) =, (t — 6t)
4 [) ——
” 20t
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(2). Algorithme Leap-Frog

Par le développement limité de v;; (¢ +%) et de v;(t —%), on obtient:

v, (t+ %) =y, (- i—r) +ay (1)t + 0(517)
d'oui:

ry(t+0t) =1, (1) +v, (¢ +%’—)5: +0(8t%)

Cet algorithme permet d'effectuer des simulations de dynamique moléculaire avec un

couplage a un bain thermique.
b. Contréle des contraintes internes

Ces deux algorithmes requi€rent la connaissance de la vitesse et de la position des atomes a t,,
et nécessitent une variation réguliere des vitesses et des positions.

Ils sont stables sur un nombre de pas d'intégration limité, ce qui implique de prendre un &t
court, de l'ordre de 0.5 fs dans le cas des biomolécules.

L'application de contraintes internes (contraintes de longueur de liaison et d'angles de
valence) permet d'accélérer les calculs en éliminant partiellement les vibrations des liaisons
covalentes, ce qui permet de ramener 1'incrément de temps a un ordre de 3 secondes.
L'algorithme SHAKEZ27,28 et sa version améliorée RATTLE2? permettent d'appliquer cette

approximation.
c. Controle des parametres physiques

Les parametres de température, de pression et de volume sont primordiaux dans la
caractérisation des propriétés physiques ou biologiques. Les simulations de dynamique sont
souvent effectuées sur des systémes canoniques a nombre de particules, température et
volumes constants le long de la trajectoire. Ce choix permet d'imposer au systéme une
température désirée T,, laquelle est généralement autour de 298K pour I'étude des

biomolécules.



Annexe A: Modélisation moléculaire A-14

Différentes méthodes sont disponibles:

(1). Rééchelonnement direct des trajectoires atomiques ("direct velocity

scaling")

Cette méthode est basée sur l'évaluation a chaque étape du calcul de la température
instantanée T du systéme, et sur sa comparaison avec la température de référence Ty. Dans le
cas ou elles sont différentes, les vitesses V; de chaque atome sont réajustées par un facteur
(T/T)" dans litération suivante. La température de référence n'intervient donc pas
directement dans les équations de Newton mais elle est appliquée comme condition
supplémentaire.

En agissant directement sur la valeur de I'énergie cinétique (par le biais des vitesses), on
change 1'énergie du systeme atomique d'une manicre aussi brusque qu'artificielle. Pour éviter
toute perturbation, on utilise le ré-échantillonnage des vitesses lorsque la différence entre la
température instantanée et la température de référence dépasse 5 a 10K.30

En effet, lorsque cette technique est appliquée a long terme, elle peut entrainer des
déséquilibres thermiques pour la molécule. De fagon générale, elle n'est employée que dans la
premiére partie de la simulation, durant une étape de thermalisation, afin d'augmenter
progressivement la température du systeme jusqu'a la température de référence. Son

utilisation est vivement déconseillée dans les étapes suivantes du calcul.
(2). Thermostat de Berendsen

Apreés avoir ramené la température du systtme a la valeur désirée dans I'étape de
thermalisation, on peut appliquer une méthode plus souple de controle. La méthode
couramment utilisée3! consiste A coupler le systtme 2 simuler avec un bain thermique
externe, afin d'assurer un libre échange d'énergie thermique. Cette opération intervient
directement au niveau des équations du mouvement, puisqu'a chaque pas du calcul toutes les

vitesses sont multipliées par le facteur A, défini de la fagon suivante:

| AT -T,)
T

A=,
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Dans la formule ci-dessus, At représente le pas de temps d'intégration et T est le temps de
relaxation thermique (constante de couplage thermique). Ce dernier joue un role trés
important: dans le cas d'un couplage trop fort, on risque de modifier les propriétés dynamique
de la molécule simulée, et si le couplage est trop faible, les propriétés thermodynamiques du
systeme peuvent étre altérées.

Dans la pratique, on utilise des valeurs comprises entre 0.02 ps (couplage fort) et 0.1 ps

(couplage faible) pour les périodes d'équilibration et de production.
(3). Thermostat de Nosé-Hoover

Il s'agit d'une méthode assez récente du controle de la température. Elle consiste a introduire
dans les équations du mouvement un degré de liberté fictif sous la forme d'une masse Q. Le
systeme étendu (molécule + masse Q) est alors simulé dans les conditions de I'ensemble
microcanonique (NVE). Ceci impose des conditions d'ensemble canonique (NVT) pour la
dynamique du systéme non étendu. Le choix approprié de la masse fictive Q a évidemment
des conséquences décisives pour l'efficacité de cette méthode. Il est conseillé d'utiliser une
valeur de Q de l'ordre du produit N¢kT,32:33 ot Ny est le nombre de degrés de liberté du
systeme réel, T, est la température désirée et k est la constante de Boltzmann. Cette méthode
nécessite 'application d'un incrément de temps treés court (0.5 fs), ce qui rend difficile les

longues simulations.
d. Introduction de données expérimentales

La possibilit¢ d'introduire des données expérimentales dans les calculs de dynamique
moléculaire permet de réduire l'espace conformationnel a explorer, et par conséquent de
limiter le cofit en calculs. On effectue alors une exploration de fagon a déterminer les
conformations qui respectent les données introduites, tout en présentant une géométrie
covalente correcte. Les contraintes expérimentales sont introduites sous forme de pseudo-
forces qui s'ajoutent aux termes du champ de force déja connus.

Ces potentiels supplémentaires sont définis de la maniére suivante:

- Soit le potentiel V5 associé aux contraintes de distance

2 1
Vais=k, (r; —r)" pour r; 2 1
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pour r; 271

i
i

i

v L2 L
k. (r; —r;) pour r; Sry

~ e e L . U
ou k;, ky sont les constantes de force associées aux valeurs minimales r et maximales r; des

distances expérimentales.

- Soit le potentiel Vg, associé aux contraintes d'angles diédres
Vain= kg 1= cos(@ —9,)]

Ou kg, est une constante de force associée a la valeur expérimentale de l'angle diedre ¢,

Dans le cas des contraintes de distance, il est possible, en imposant des valeurs inégales pour

les constantes kj, et ky d'utiliser un potentiel Vi de forme asymétrique. De méme, la largeur
g ; ~ sty . ; e U
du puits de ce potentiel peut étre réglée par les valeurs des deux distances ;" et 7.

Dans le cas extréme ot elles sont égales, le potentiel Vi, est trés restrictif; une grande rigidité

conformationnelle est alors imposée a la molécule.

A-4. Les différentes méthodes de géométrie de distances (DG)

Une fois les contraintes géométriques introduites sous forme de termes énergétiques
supplémentaires, on peut passer a des calculs de simulation moléculaire. Pour cela, il est
nécessaire de disposer d'un jeu de coordonnées spatiales initiales.

Les méthodes de géométrie de distances, développées a l'origine par Crippen et coll.3435 2
partir de la ¢ éorie mathématique de Blumenthal,36 permettent de générer un grand nombre de

structures initiales respectant les contraintes RMN, et ceci dans un temps de calcul modéré.
a. Méthode de la matrice métrique (utilisant les coordonnées cartésiennes)

De nombreux programmes disponibles sont basés sur la méthode de la matrice métrique
(DGEOM, DG-II34, DISGEO,37 DSPACE, EMBED, VEMBED, XPLOR/dg38).

Les structures sont générées a partir des contraintes géométriques prises simultanément.

Une procédure de calcul matriciel "embedding” (changement d'espace) effectue ensuite la

conversion des N(N-1) coordonnées de distances en 3N coordonnées cartésiennes.
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Le principe de cette méthode est de convertir la matrice des distances en coordonnées

cartésiennes pour chacun des atomes de la molécule.

Pour une détermination de structures basées sur la connaissance de données expérimentales,
on ne dispose évidemment pas de toutes les distances interatomiques. On dispose en fait:

- des distances entre atomes consécutifs, obtenues a partir des longueurs de liaisons

- des distances entre atomes séparés par deux liaisons, obtenues a partir des angles de valence
- des intervalles de distances interprotoniques déduites des NOE; les valeurs des bornes
supérieures Uj; et inférieures Lij des intervalles sont placées dans la matrice métrique
respectivement au-dessus et en-dessous de la diagonale.

Concernant les distances inconnues, on prend un intervalle de distance compris entre 1.8A
(deux fois le rayon de van der Waals de I'atome d'hydrogene) et 999A.

Une étape appelée "bound smoothing” va permettre de réduire l'écart entre les valeurs

inférieures et supérieures a partir d'inégalités triangulaires ou quadrangulaires:

Ui = U+ Uy
L,-j = Sup( L,‘_,-, L:'k'ULj- Lﬂc‘ Usi)

Un tirage aléatoire des dj; dans les intervalles [L;, Uj] permet d'échantillonner I'espace des
solutions. L'étape d'embedding consiste ensuite a diagonaliser la matrice (G) ainsi construite.
Et, étant donné l'imprécision due aux intervalles, pour les distances inconnues et pour les
distances NOE, la matrice (G) va posséder plus de trois valeurs propres non nulles. Les
structures géométriquement obtenues vont donc s'inscrire dans un espace de plus haute
dimension que l'espace cartésien. Les trois plus grandes valeurs propres sont choisies pour
déterminer les coordonnées cartésiennes des atomes de la molécule. Il en résulte une perte
d'informations responsable en partie de la mauvaise qualité des contraintes structurales. Il faut
ensuite passer a l'optimisation en minimisant la fonction objective E définie de la maniere

suivante:

E =0 si L;J(D;‘J'(Ufj
E= Z i K (Bff = D;‘f )> dans le cas contraire
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Ou Dj;; est la valeur calculée de la distance interatomique et Bj la limite inférieure ou
supérieure de l'intervalle des valeurs possibles.

Des termes supplémentaires peuvent étre ajoutés pour tenir compte des informations COSY et
pour fixer la chiralité des carbones asymétriques. Le degré de raffinement dépend du logiciel

utilisé.
b. Méthode de la fonction cible (utilisant des coordonnées internes)

Cette méthode, développée par Braun,3? permet de travailler directement dans l'espace des
angles diédres, et minimise une fonction cible en gardant constante la longueur des liaisons et
les valeurs angulaires (les degrés de libertés sont les valeurs des angles diedres).

On calcule ensuite une fonction cible définie de la maniére suivante:

T=Y(d,~U,)5d, ~U,)+(L,~d, )L, —d,;)+(r; ~d, ), ~d,)

i<j

ou fx)=0six<0
Ox)=1six>0
dy;, Uy et L;j sont définis comme précédemment dans la méthode de la matrice métrique et r;;

représente la somme des rayons de van der Waals des atomes i et j.

Les données expérimentales sont introduites graduellement afin de réduire le risque de piéger
la molécule dans un minimum local. L'optimisation de cette fonction permet de déterminer les

jeux d'angles respectant a la fois les données RMN et les contraintes de van der Waals.

Cette méthode est utilisée dans les logiciels DISMAN3940 et DYANA,4! que nous avons plus
particulierement utilisé dans cette étude.

A la différence de la version précédente DIANA,42 ce logiciel effectue un recuit simulé par
dynamique moléculaire et utilise un algorithme récursif plus rapide pour intégrer les équations

du mouvement.

Ces deux méthodes permettent de générer rapidement un grand nombre de structures dont

certaines seront éliminées (nombre de violations NOE trop importants, etc...)
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Cependant les potentiels sont trés simplifiés et il est nécessaire de raffiner les structures
obtenues par une optimisation par minimisation d'énergiec et dynamique moléculaire a
température ambiante en utilisant les fonctions potentielles classiques (CHARMM,$

AMBER,% GROMOS,’ DISCOVER3).
c. Méthode du recuit simulé

Le recuit simulé est une méthode proche d'une dynamique moléculaire a température variable
permettant une rapide exploration de l'espace conformationnel.

Une haute température et la réduction des constantes de force des différents termes
énergétiques appliqués lors des premieres étapes permettent d'éviter les minima locaux.

(figure A-5)

Figure A-4:

Nepacs A 600K

visité
a 300K

siirement de  trouver

Cela revient schématiquement a évoluer loin au-dessus de I'hypersurface d'énergie, au-dessus
des barriéres de potentiels. Quand I'équilibre est atteint, la température est progressivement
réduite de telle sorte que le systéme converge vers une conformation correspondant a un
minimum d'énergie.

Une simulation effectuée a haute température n'a pas de sens physique, mais elle permet
d'explorer un plus grand espace conformationnel et est tout a fait adaptée aux calculs de

détermination de structures basés sur l'exploitation de données expérimentales.
d. Méthode dépendante du temps
Les distances interprotoniques déterminées a partir des contraintes RMN proviennent de la

contribution de plusieurs conformations si bien que les simulations de dynamique moléculaire

ne permettent pas de générer des structures respectant I'ensemble des contraintes imposées.

Franchissement d'une barriére
Espace d'énergie rendu possible par
visité des simulations a  haute
température permettant plus

minimum d'énergie globale (B)
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Pour remédier a ces problémes, il est possible d'introduire des contraintes dépendantes du
temps, ce qui n'oblige pas la molécule a satisfaire les contraintes a chaque étape mais en
moyenne sur un intervalle de temps donné. 4344

Cette méthode efficace conduit a un meilleur accord avec les données RMN que les méthodes
classiques mais elle est trés gourmande en espace disque. Par analogie, des simulations faisant
intervenir des constantes de couplage *J dépendantes du temps45:46 ont été également

appliquées avec succes.
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B. PARTIE EXPERIMENTALE

B-1. Test ELISA

a. Test ELISA indirect obtenu avec les sérums des patients

Les plaques de titration utilisées au cours de ces tests sont des plaques MaxiSorb NUNC
(Roskilde, Danemark).

Le peptide lyophilisé est repris a raison d'une concentration de 1mg/mL avec une solution de
10% d'acide acétique. La solution obtenue est ensuite diluée avec une solution tampon de PBS
pour aboutir a une concentration finale de 10pug/mL.

Les plaques de titration sont lavées trois fois entre chaque étape avec une solution de PBS-

Tween 0.05%.

Dans un premier temps, les plaques sont mises a incuber durant 2 heures a 37°C avec
100puL/puits d'une solution de streptavidine a une concentration de 10pg/mL dans du PBS.
100uL/puits de la solution contenant le peptide sont ensuite déposés dans chaque puits. La
plaque de titration est ensuite mise a incuber durant 2 heures a 37°C ou une nuit a 4°C. La
passivation de la plaque est réalisée par l'addition de 200puL/puits d'une solution a 10% de
sérum de cheévre dans du PBS-Tween 0.05%. Les sérums de patients, dilués au 1/100 (ou avec
une dilution déterminée au préalable avec une courbe de saturation) dans la solution de
passivation, sont alors ajoutés a raison de 100pL par puits et laissés a incuber durant 1 heure a
372

La révélation se fait par addition d'un conjugué BIORAD de chévre anti-IgG humaine marqué
a la peroxydase. Ce conjugué est préalablement dilué au 1/10000 dans la solution de
passivation. 100pL/puits sont ajoutés et laissés a incuber durant 1 heure a 37°C. La révélation
colorimétrique proprement dite est faite par l'addition d'o-phénylénediamine (OPD) a raison
de 100pL/puits. L'incubation est réalisée dans l'obscurité et est suivie visuellement afin
d'éviter toute saturation colorimétrique. Un agent bloquant, dans ce cas précis de l'acide
sulfurique 5N, est additionné (50puL/puits) et la lecture des densités optiques s'effectue a

492nm.
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b. Test ELISA en présence de I'anticorps monoclonal anti-gp41

Les étapes décrites précédemment jusque l'addition des sérums sont identiques. Ensuite, le
surnageant de I'hybridome, dilué au 1/10 dans la solution de passivation, est alors rajouté a
raison de 100uL/puits et incubés durant 1 heure a 37°C.

La révélation se fait par addition d'un conjugué BIORAD de chévre anti-IgG murine PAL. Ce
conjugué est préalablement dilué au 1/2000 dans la solution de passivation. 100pL/puits de ce
conjugué sont ensuite ajoutés et laissés a incuber durant 1 heure a 37°C. La révélation
colorimétrique proprement dite est faite par l'addition de p-nitrophényl phosphate (PNPP)
mélangé a une solution de diéthanol amine/HCl (DEA/HCI) a raison de 100uL/puits.
L'incubation est réalisée dans l'obscurité durant 30 minutes et 1'agent bloquant est dans ce cas
de la soude IN ajoutée a raison de 50uL/puits. La lecture des densités optiques s'effectue a

405 nm.

c. Test ELISA phase anticorps

Les plaques de titration sont mises a incuber durant une nuit a température ambiante en
présence de 100uL/puits d'une solution de sérum de chévre anti-IgG de souris (bioMérieux).
Cette solution est a une concentration de Spug/pL en tampon bicarbonate 0.05 (pH = 9.6).

Les plaques sont ensuite saturées avec 100pL d'une solution de lait en poudre 1% dans du

PBS durant une heure a 37°C.

Le surnageant de culture de I'hybridome dilué dans du PBS-Tween 0.05% est additionné a
raison de 100pL/puits et mis a incuber pendant 1 heure a 37°C. Pour la révélation, 170uL de
streptavidine-peroxydase (bioMérieux) dilué au 1/3000 en PBS sont ajoutés et mis a incuber
30 minutes a 37°C. 100pL d'OPD sont de nouveau ajoutés. La réaction de révélation
colorimétrique est stoppée par addition de 100puL H,SO4 SN. La lecture de densité optique

s'effectue a 492 nm.
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d. Test ELISA en présence des anticorps monoclonaux anti-parent

Les plaques de titration utilisées sont des plaques Falcon en chlorure de polyvinyle.

Elles sont lavées trois fois entre chaque étape avec une solution de PBS 220 mM contenant
0.05% de Tween 20 pH 7.4 (PBS-T). 200uL/puits de la solution contenant le peptide (2uM
dans du tampon carbonate 50 MM pH 9.6) sont déposés dans chaque puits. Les sites résiduels
libres du plastique sont ensuite bloqués avec une solution de PBS-T contenant 0.4% de sérum
albumine bovine, préparée la veille. Le surnageant de I'hybridome, dilué dans du PBS-T SAB
0.4% est alors ajouté, a raison de 200(L/puits et laissé a incuber durant une heure a 37°C.

La révélation se fait par addition d'un conjugué anticorps couplé a la peroxydase dilué dans du
PBS-T. Les dilutions dépendent des conjugués utilisés. 200uL/puits sont ajoutés et laissés a
incuber pendant 30 minutes a 37°C. La révélation colorimétrique est faite par l'addition d'une
solution stock TMB, H»0,, a raison de 150uL/puits. L'incubation est réalisée dans 1'obscurité
durant 15 minutes. Un agent bloquant (HCI 1M) est additionné (150uL/puits) et la lecture des

densités optiques s'effectue a 450nm.

e. Tests complémentaires en présence de sérums de patients pour les

analogues de type réduits

Les plaques de titration utilisées au cours de ces tests sont des plaques MaxiSorb NUNC
(Roskilde, Danemark). Elles sont préactivées avec de la streptavidine, puis on ajoute 2mM de
chaque peptide biotynilé. Aprés incubation a 37°C et lavage des plaques, on ajoute le sérum a
tester dilué a 1/8000. La révélation colorimétrique est faite par I'addition d'une solution stock
TMB, H;0,. L'incubation est réalisée dans l'obscurité durant 15 minutes. Un agent bloquant
(HCI1 1M) est additionné et la lecture des densités opticues s'effectue a 450nm.

Les graphes suivants montrent la réaction avec les analogues réduits de sérums d’individus
séropositifs qui évoluent cliniquement de différentes maniéres, a savoir de manicre rapide,
classique ou lente (population dite « non progresseurs »). Des tests de sérums de personnes
récemment infectées, et de partenaires séronégatifs de personnes infectées ont également été
inclus.

La notation utilisée est la suivante : Red0 correspond a la nomenclature utilisée dans le
chapitre I, a savoir W7 = Cys'W[CH,NH]Thr, Redl a W6 = lle'Y[CH,NH]Cys, Red2 a W5 =
Leu¥[CH,NH]Ile, Red3 a ¥4 = LysW[CH,NH]Leu.

En général, les analogues réduits sont reconnus mais pas mieux que le peptide parent.
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f. Tests complémentaires en présence de sérums de patients pour les

analogues substitués avec des acides B-aminés

Le protocole opératoire utilisé est le méme que précédemment.

Les graphes suivants montrent la réaction avec les analogues substitués avec des acides [3-
aminés de sérums d’individus séropositifs qui évoluent cliniquement de différentes maniéres,
a savoir de maniere rapide, classique ou lente (population dite « non progresseurs »). Des tests
de sérums de personnes récemment infectées, et de partenaires séronégatifs de personnes
infectées ont également été inclus.

La notation utilisée est la suivante : 1 correspond & la nomenclature utilisée dans le chapitre

I, A savoir HHCG(}S, Bz a HLCLI&()';, B3 a HLy8605, B4 a HGlyﬁ(}s, BS a HSCI‘G{M et Bﬁ a HCySgsm.

Passer d’une valeur de DO de 1a 2 par exemple ou de 2 a 3 est important et trés significatif.
Les résultats présentés ont ét€ confirmés dans 3 expériences indépendantes ; la manipulation
est trés représentative mais tres similaires aux deux autres.

On constate que plusieurs sérums réagissent plus fortement en terme de densité optique (DO)

avec certains analogues, notamment HSergo4 et HCysg03 qu’avec le peptide parent.
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B-2.Tableaux des déplacements chimigues

a. Peptide 600-612 N-acétylé

| |
Séquence Ac-Ile-Trp-Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ile-Cys-Thr-Thr-Ala-OH

m/z(M+H" HPLC tz (min) Pureté” (%)

1392.45 13.38¢ 96%

“ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H,0) et B (0.08% TFA dans l'acétonitrile), 5-65% de B, 20 min ;

b Pureté aprés purification HPLC préparative.

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectrométre Bruker DRX 400MHz et DRX
600MHz.
- En solution a une concentration de 4mM dans un tampon phosphate pH=5.7 (T=285K).

- En solution a une concentration de 4mM dans du DMSO deutéré (T=298K).
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B-12

Déplacements chimiques, ppm (285K, H,0)

Résidus NH  COoH CPH CYH C°H autres
Ile, 8.14 4.08 1.74 1.24;1.24 0.80
'YCH3 1.06
Trp; 833 476 3.28;3.39 7.29 (2H);7.63 (4H)
7.18 (5H) ;10.25 (N;H)
7.53 (7TH) ;7.26 (6H)
Gly, 8.32 3.90;3.90
Cyss 8.33 4.80 3.05:3.29
Serg 8.54 440 3.93;3.93
Gly, 8.78 3.84:4.09
Lysg 8.03 446 1.81;1.93 1.79;1.79 1.46;1.46
Leug 830 4.29 1.64;1.75 1.42 0.91;0.98
Ileyg 7.91 4.24 1.87 0.90;0.90
Yeny 1.17
Cysyy 875 488 3.05;3.17
Thr, 841 450 4.30 Yeuy 1.23
Thryz 8.26  4.37 4.25 You; 1.24
Alam 8.33 4.27 1.40
Déplacements chimiques, ppm (298K, dmso)
Résidus NH CO%H cPu CYH coH autres
Ile, 7.86 4.13 1.64 1.32;1.32 0.74
Yeuy 1.01
Trps 8.08 4.52 3.00;3.14 7.15 (2H);7.55 (4H)
6.96 (5H) ;10.83 (N,H)
7.31 (7TH) ;7.04 (6H)
Gly, 826  3.68;3.85
Cyss 8.24  4.64 2.89;3.24
Serg 8.08 4.14 3.68;3.68 OH 5.03
Gly, 8.55 3.54;3.84
Lysg 7.41 4.27 1.57;1.79 1.23;1.23 1.34;1.34 2.83;2.83
7.67
Leug 8.15 4.10 1.54;1.54 1.52 0.83;0.91
Tley 7.14 420 1.67 1.44;1.44 0.82
Yens 1,04
Cysyy 8.60 4.65 2.87;3.07
Thry, 7.73 444 4.02 Yen; 1.03 OH 5.23
Thry3 7.76 4.20 4.05 Yeny 1.04
Alayy 8.00 4.20 1.26




Annexe B: Partie expérimentale VIH B-13

b. Analogue rétro-inverso du peptide 600-612 N-acétylé amide

Séquence Ace-DAla-DThr-DThr-Ddys-DIle-DLcu—DLys-Gly-DSer-DCy's-Gly-DTrp-DIle-NHz

m/z (M +HY) HPLC tg (min) Pureté” (%)

1392:5 13.49¢ 97%

“ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H,0) et B (0.08% TFA dans l'acétonitrile), 5-65% de B, 20 min ;

? Pureté apres purification HPLC préparative.

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectrométre Bruker DRX 400MHz et DRX

600MHz.
- En solution a une concentration de 2.5mM dans du DMSO deutéré (T=298K).

Déplacements chimiques, ppm (298K, dmso)

Résidus NH COH cPu CYH COH autres
Tleys 774 4.8 1.64 1.12:1.12 0.85
Yeny 052
Trpus 8.07 4.47 2.64:2.90 7.03 (2H);7.55 (4H)

6.65 (5H) ;10.76 (NH)
7.19 (TH) ;6.84 (6H)

Glyy, 8.18  3.32;3.58
Seryo 750 417 3.30;3.30
Glys 8.14  3.24:3.72
Lysg 8.11 4.03 271852 0.89;0.89 1.02;1.02 3.88;3.88
Leuy 740  4.17 1.42;142 1.21 0.55;0.55
Ileg 7.88  4.05 1.76 1.10;1.10 0.84
Yeus 0.51
Cyss 8.20 437 2.73;2.73
Thry 7.69 4.04 3.78 Yeny 0.73
Thr, 7.82 4.14 3.82 Yeuy 0.73

Ala, 8.15 4.18 0.90
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B-14

c. Analogue DDap du peptide 600-612 N-acétylé

| |

Séquence Ac-lle-Trp-Gly-Asp-Ser-Gly-Lys-Leu-Ile-Dap-Thr-Thr-Ala-OH
m/z (M +H") HPLC tg (min) Purcté’ (%)

1372.4

13.49¢

98%

“ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H,0) et B (0.08% TFA dans l'acétonitrile), 5-65% de B, 20 min ;

b Pureté aprés purification HPLC préparative.

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectrométre Bruker DRX 400MHz et DRX

600MHz.
- En solution a une concentration de 2mM dans du DMSO deutéré (T=298K).

Déplacements chimiques, ppm (298K, dmso)

Résidus NH _ COH cPu CYH coH autres
Ile, 783 4.1 1.63 1.30:1.30 0.73
Yeus 1.00
Trps 798 454 2.97:3.13 7.13 (2H);7.55 (4H)
6.95 (5H) :10.81 (N,H)
7.30 (7H) ;7.04 (6H)
Glys 8.18  3.70;3.70
Asps 8.18  4.64 2.53:2.68
Serg 8.11  4.96 3.65:4.06
Gly, 8.63  3.52:3.80
Lyss 759 422 1.80;1.80 1.25:1.25 1.52:1.52 2.81:2.81
Leus 794 412 1.50:1.50 0.81:0.88
Tley 739  4.12 1.69 1.45:1.45 0.82
'YCH3 1.05
Dapy, 833  4.60 2.98:3.60
7.86
Thry, 760  4.40 3.98 Youy 1.02
Thrys 775 421 4.03 Yeus 1.04
Alay, 8.03 4.18 1.26
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d. Analogue DapD du peptide 600-612 N-acétylé

Séquence Ac-Ile-Trp-Gly-Dﬁp-Ser-GIy-Lys-Leu-IIe-AsII)-Thr-Thr-Ala-OH

m/z (M + H") HPLC tz (min) Pureté” (%)
1372.43 13:23% 96%

@ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H,0) et B (0.08% TFA dans ['acétonitrile), 5-65% de B, 20 niin ;

® Pureté aprés purification HPLC préparative.

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectrometre Bruker DRX 400MHz et DRX

600MHz.
- En solution a une concentration de 4mM dans du DMSO deutéré (T=298K).

Déplacements chimiques, ppm (298K, dmso)

Résidus NH  COH cPu CYH coH autres
Ile, 784  4.13 1.64 1.31:1.31 0.73
YCHj 1.01
Trps 8.04  4.54 2.98:3.14 7.14 (2H);7.56 (4H)

6.95 (5H) ;10.80 (N;H)
7.30 (7H) ;7.04 (6H)

Gly, 8.18 3.75;3.75
Daps 7.98 4.41 3.28;3.41
7.84

Serg 8.10 499 3.61;4.23

Gly; 8.45 3.64;3.78

Lysg 767 426 1.79;1.79 1.27;1.27 1.53;1.53 2.81;2.81

Leug 8.01 4.08 1.59;1.59 1.48 0.82:0.89

Ileyo 7.36  4.06 1.75 1.39;1.39 0.81
Yeuy 1.08

Aspi 8.13 4.76 2.39;2.61

Thry, 7.57 4.38 4.01 Yeus 1.02

Thry; 7.72 4.21 4.04 Yeus 1.04

Alay, 8.00 420 1.27
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e. Analogue DDab du peptide 600-612 N-acétylé

Séquence Ac-]Je—Trp-Gly—Aslp-Ser-Gly-Lys-Leu-Ile—DaIIJ-Thr-Thr-Ala-OH

m/z (M +H) HPLC #z (min) Pureté” (%)
1386.67 13.27° 95%

“ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H,0) et B (0.08% TFA dans l'acétonitrile), 5-65% de B, 20 min ;

P Pureté aprés purification HPLC préparative.

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectrometre Bruker DRX 400MHz et DRX

600MHz.
- En solution a une concentration de 4mM dans du DMSO deutéré (T=298K).

Déplacements chimiques, ppm (298K, dmso)

Résidus NH  COH cPu CYH CoH autres
Tle, 788  4.12 1.65 1.32;1.32 0.73
'YCH3 1.01
Trps 807 453 2.99:3.14 7.16 (2H);7.56 (4H)

6.95 (5H) ;10.81 (N;H)
7.32 (7H) ;7.04 (6H)

Gly, B3 ()37 3:3173
Asps 8.33 4.68 2.47;2.76
Serg 8.01 4.07 3.70;3.70
Gly, 8.62  3.56;3.81
Lysg 749 415 1.78;1.78 1.21;1.32 1.51;1.51 2.81;2.81
Leuy 8.03 4.5 1.51;1.79 1.21 0.83;0.83
Ilejo 7.38 4.11 1.66 1.46;1.46 0.82
YCH3 1.04
Daby; 829 429 1.61;1.90 3.01;3.20
8.11
Thry, 7.68 4.41 4.17 '}'c[{3 1.05
Thr3 7.95 4.41 4.13 }'C[{S 1.05

Alayy 7.88  4.01 1.24




Annexe B: Partie expérimentale VIH B-17

f. Analogue DabD du peptide 600-612 N-acétylé

Séquence Ac-Ile-Trp-Gly-D!lb—Ser—Gly-Lys-Leu-IIe-Asyl)wThr-Thr-A]a—OH

m/z M+ H") HPLC 1z (min) Pureté” (%)
12.96" 88%

“ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H,0) et B (0.08% TFA dans ’acétonitrile), 5-65% de B, 20 min ;

b pureté apres purification HPLC préparative.

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectrométre Bruker DRX 400MHz et DRX

600MHz.
- En solution a une concentration de 3.5mM dans du DMSO deutéré (T=298K).

Deplacements chimiques, ppm (298K, dmso)

Résidus NH  COH cPu CYH COH autres
Ile, 785 4.1 1.63 1.29;1.29 0.73
Yeuy 1,02
Trps 803 4.50 2.97:3.12 7.14 (2H);7.54 (4H)

6.95 (5H) ;10.81 (N;H)
7.30 (7H) ;7.04 (6H)

Gly, 8.19 SETAREETA
Dabs 8.06 4.33 1.62;1.90 3.05;3.05
7.93
Serg 8.00 4.14 3.62;3.62
Gly, 8.52 3.62;3.78
Lysg 7.69 4,18 1.53;1.69 1.22;1.22 1.34;1.34 2.78;2.86
Leug 8.04 4.16 1.54;1.54 1.45 0.81;1.04
Ileyq 742 4.12 1.69 1.44;1.44 0.80
Yeus 1,02
Aspyy 8.27 4.76 2.43;2.55
Thry, 7.58 4.36 4.04 Yeus 1.03
T]'I['|3 7.88 4.16 4,06 YCH_} 1.24

Alayy 778  4.16 1.03




Annexe B: Partie expérimentale VIH B-18

g. Analogue EDap du peptide 600-612 N-acétylé

[ |
Séquence Ac-Ile-Trp-Gly-Glu-Ser-Gly-Lys-Leu-Ile-Dap-Thr-Thr-Ala-OH

m/z(M+H") HPLC fg (min) Pureté” (%)
1386.17 13:277% 90%

@ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H;0) et B (0.08% TFA dans 'acétonitrile), 5-65% de B, 20 min ;

b Pureté apreés purification HPLC préparative,

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectromeétre Bruker DRX 400MHz et DRX

600MHz.
- En solution & une concentration de 4mM dans du DMSO deutéré (T=298K).

Déplacements chimiques, ppm (298K, dmso)

Résidus NH __ CYH CPH CYH COH autres
Ile, 7.83 4.14 1.64 1.32:1.32 0.74
Yens 1.02
Trps 8.07 4.52 2.98;3.13 7.14 (2H);7.56 (4H)
6.97 (5H)
7.31 (7TH);7.05 (6H)
Gly, 8.27 3.75:3:75
Glus 8.07 4.37 1.89;1.89 2:18:2:13
Ser, 822 | 416 3.62;3.62
Gly, 827  3.76;3.76
Lysg 8.02 4.17 1.59;1.73 1.26;1.33 1.52;1.52 297271
Leug 7.68 4.17 1.59;1.59 1.51 0.82;0.91
Tleyo 746  4.06 1.79 1.43;1.43 0.82
Yeus 1.07
Dap; 7.87 4.45 3.17;3.59
7.74
Thry, 7.64 4.35 4,09 Yeuy 1.05
Thr,; TS 4.16 4.09 YCI!; 1.05

Alayy 7.81 4.03 1.24




Annexe B: Partie expérimentale VIH B-19

h. Analogue DapE du peptide 600-612 N-acétylé

Séquence AC—I]c-Tlp-Gly-Dzllp-Ser-Gly-Lys-Leu—Ile-GlL|1~Thr-Thr-Ala-OH

m/z (M + H") HPLC fz (min) Pureté’ (%)
13.26° 65%

“ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H,0) et B (0.08% TFA dans I'acétonitrile), 5-65% de B, 20 min ;

® Pureté apres purification HPLC préparative.

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectrométre Bruker DRX 400MHz et DRX

600MHz.
- En solution a une concentration de 3mM dans du DMSO deutéré (T=298K).

Déplacements chimiques, ppm (298K, dmso)

Résidus NH _ COH CPH CYH C%H autres
Ile, 785  4.12 1.64 1.32;1.32 0.73
Yeny 1.00
Trp; 8.04 452 2.97:3.13 7.14 (2H);7.55 (4H)
6.95 (5H)
7.30 (7H) ;7.03 (6H)
Gly, 825  3.69;3.76
Daps 8.08 4.34 3.22;3.55
7.82
Serg 824  4.08 3.63:3.63
Gly, 839  3.69;3.76
Lyss 778 427 1.73;1.73 1.24;1.33 1.51;1.51 2.79;2.79
Leug 8.12  4.09 1.57;1.57 1.46 0.82:0.89
Tleyo 738  4.10 1.70 1.42;1.42 0.80
YCII3 1.05
Gluy, 821 428 1.69;1.69 2.01:2.08
Thry, 751 438 4.04 Yeu; 1.03
Th[‘]3 7.78 4.15 4.06 YCII; 1.03

Alayy 7.86  4.06 1.24




Annexe B: Partie expérimentale VIH B-20

i. Analogue EDab du peptide 600-612 N-acétylé

I |
Séquence Ac-lle-Trp-Gly-Glu-Ser-Gly-Lys-Leu-Ile-Dab-Thr-Thr-Ala-OH

m/z (M + H) HPLC tx (min) Pureté” (%)
1401.84 13.07¢ 80%

“ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H>0) et B (0.08% TFA dans 'acétonitrile), 5-65% de B, 20 min ;

" Pureté apres purification HPLC préparative.,

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectrometre Bruker DRX 400MHz et DRX

600MHz.
- En solution a une concentration de 3mM dans du DMSO deutéré (T=298K).

Déplacements chimiques, ppm (298K, dmso)

Résidus NH __ CO%H cPH CYH C°H autres
Tle, 789 4.1 1.64 1.32;1.32 0.72
Yeny 1.00
Trp; 8.09 4.50 2.98:3.13 7.14 (2H);7.54 (4H)
6.95 (5H)
7.30 (7H) ;7.03 (6H)
Gly, 823  3.683.78
Glus 9.00 431 1.82;1.90 2.12:2.12
Serg 8.00 4.13 3.61;3.61
Gly, 845  3.60;3.78
Lyss 749 423 1.76;1.76 1.19;1.30 1.49;1.57 2.81;2.81
Leu, 783  4.13 1.56;1.63 1.49 0.82;0.89
Tleyo 725 417 1.65 1.43;1.43 0.81
YCH_; 1.01
Daby; 840 434 1.53;1.85 3.02;3.09
7.91
Thry, 776  4.40 4.11 Yeu, 1.05
Thrys 780  4.39 4.08 Yeus 1.02

Alayy - - -




Annexe B: Partie expérimentale VIH B-21

j. Analogue HSerg du peptide 600-612 N-acétylé

I |
Séquence Ac-Ile-Trp-Gly-Cys-BSer-Gly-Lys-Leu-Ile-Cys-Thr-Thr-Ala-OH

m/z (M + H") HPLC g (min) Pureté” (%)

1408.02 13.66“ 95%

“ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H;0) et B (0.08% TFA dans l'acétonitrile), 5-65% de B, 20 min ;

» Pureté apres purification HPLC préparative.

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectrométre Bruker DRX 400MHz et DRX

600MHz.
- En solution a une concentration de 4mM dans du DMSO deutéré (T=298K).

Déplacements chimiques, ppm (298K, dmso)

Résidus NH COH CPH CYH COH autres
Ile, 7.84 4.12 1.64 1.32;1.32 0.73
Yeny 1.00
Trps 8.01 4.52 2.97;3.12 7.14 (2H);7.55 (4H)
6.95 (5H)
7.30 (7H) ;7.04 (6H)
Gly, 8.17 3.70;3.78
Cyss 8.11 455 2.82:3.18
BSerg 799  4.05 3.34;3.42 OH 4.83
2.39;2.46
Gly, 8.18  3.70;3.70
Lysg 7.99 4.07 1.77;1.77 1.53;1.53 153251552 2.78;2.78
7.63
Leug 7.88 422 1.48;1.58 0.82;0.89
Ileyo 4T 1Y 1.74 1.43;1.43 0.79
Yeuy 1.04
Cysy; 843  4.68 2.92;3.13
Thry, 7.74 444 4.00 Yeus 1.03 OH 5.26
Thrys 776 421 4.04 Yeus 1.05 OH 4.83

Alayy 8.01 4.18 . 1.26




Annexe B: Partie expérimentale VIH B-22

k. Analogue Hcyss du peptide 600-612 N-acétylé

I i
Séquence Ac-Tle-Trp-Gly-BCys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ile-Cys-Thr-Thr-Ala-OH

m/z(M +H" HPLC fz (min) Pureté’ (%)
1407.41 13.84“ 97%

“ Gradient linéaire de A (0.1% TFA dans H,0) et B (0.08% TFA dans l'acétonitrile), 5-65% de B, 20 min ;

b Pureté apreés purification HPLC préparative.

Conditions expérimentales

Les expériences RMN ont été réalisées sur un spectromeétre Bruker DRX 400MHz et DRX

600MHz.
- En solution a une concentration de 3mM dans du DMSO deutéré (T=298K).

Déplacements chimiques, ppm (298K, dmso)

Résidus NH _ CoH cPH CYH CoH autres
Ile, 7.86 4.12 1.65 113351533 0.75
Yeus 1.02
Trp; 8.13 447 2.99;3.12 7.14 (2H);7.54 (4H)
6.95 (5H)
7.31 (7H) ;7.04 (6H)
Glys 8.14  3.57;3.77
BCyss 790 432 2.78;2.99
2.45; 2.67
Serg 8.29 3.97 3.58;3.64 OH 4.89
Gly, 8.59 3.46;3.81
Lysg 7.55 4.26 1.59;1.77 1.36;1.36 1.21;1.21 2.79;2.79
7.59
Leug 8.Lo 420 1.62;1.62 1.53 0.84;0.90
Ileyo 53 d 1S 1.72 1.42;1.42 0.83
' Yeus 1.09
Cysy 8133 4.62 2.95;3.04
Thry, 774 437 4.00 Yeny 1.03 OH 5.16
Thry; 7.72 4.03 4.13 Yen; 1.05 OH 4.82

Alayy 799 4,18 1.26




Annexe B: Partie expérimentale VIH B-23

B-3. Effets de température mesurés dans le DMSO




Annexe B: Partie expérimentale VIH B-24

Peptides Ile; Trp; Gly, Xs Serg Gly, Lyss Leuy Ile;y Yu Thry; Thr;; Alayy
Parent -4.55 -6.09 -5.94 -4.00 -2.17 -6.25 0.60 -3.34 -0.33 -5.60 -3.88 -4.50 -4.31
-1.30 Ne
Rétro- -6.72 -3.41 -4,60 -5.35 -2.41 -4.66 -7.53 -1.74 -3.99 -2.39 -2.12 -5.91 -3.61
inverso
DDap -4.37 -5.45 -5.17 -3.47 -3.12 -6.54 -0.98 -2.65 -0.95 -5.46 -3.29 -3.84 -4.16
DapD -4.67 - -5.42 -3.25 -4.47 -4.79 -1.56 - -2.28 - -0.14 -2.53 -5.74
DDab -4.76 -2.96 -5.36 -5.44 -5.96 -5.63 0.70 -4.56 -0.94 -4.37 -2.16 -4.34 -
DabD -4.55 -5.79 -5.35 -3.99 -2.53 -6.62 -0.70 - -2.53 -4.85 -3.61 -3.24 -5.64
EDap -4.21 - -5.36 - -5.06 -5.36 - - -4.04 -3.72 -4.18 -3.43 =3125
DapE -4.21 -5.28 -5.18 -0.85 -3.19 -4.72 -1.75 -2.94 -4.03 -5.53 -2.15 -4.10 -
EDab -3.32 -2.22 -4.34 -3.43 -2.91 -5.05 -0.33 -3.75 -1.50 -4.47 - -3.85 -3.04
BSer -4.31 -5.68 -4.79 -3.13 - -3.87 - 0.45 -3.65 -4.80 -3.37 -3.30 -6.02
0.09 Ne
BCys -4.24 -6.60 -4.96 -3.54 -4.95 -5.58 -1.05 -2.73 -4.51 -2.28 -3.83 -3.44 -4.90
-0.50 Ne

Coefficients thermiques AS/AT (ppb/K) relatifs aux résonances des protons amide des différents analogue de la boucle immunodominante de la
glycoprotéine gp41 du VIH-1.

Les valeurs en caractéres gras dénotent des protons protégés du solvant et susceptibles de participer a une liaison hydrogéne.



Annexe B: Partie expérimentale HIV B-25

B-4. Modélisation moléculaire

a, Caractéristiques angulaires des différents modeles obtenus pour chacun

des peptides étudiés

Peptides Parent et rétro-inverso

Résidu Angle Parent Rétro-inverso
Famille I Famille 1T
Ile, ¢ s 14845 154+6
7} 11649 * *
x1 -164+3 17880 17043
Trp; (0} -11120 114+36 12626
7} 90424 -163£12 -175x16
%1 64105 -178+38 24+77
Gly, (i) -154+68 -134191 7371
v 111272 93+109 -12896
Cyss ¢ -91x12 133435 132+19
'} 87+5 -117£57 -117+6
11 -60+53 -174+73 -16+66
Serg [0} -130+18 90+30 T1£6
] 8745 050 47+19
%1 -160+63 158498 129495
Gly; (0] 7247 639 -106+6
7} 618 52444 655
Lysg 0 -150+3 157+5 60+5
T} 1213 -137+10 -129+8
%1 -67+4 17415 120446
Leuy ¢ 6243 146£7 10613
v -426 -90:9 -986
Y1 -131:+84 -167x42 135148
Ileq ¢ -104+11 79+30 9912
v 868 3dx11 -36+18
11 -171257 -7752 -62£26
Cysy i) -109£17 124423 9348
1 56%11 -101+10 -106+8
e 172+63 -13+53 175+17
Thry, ¢ -116£30 87+24 76%13
7} 10619 37£70 59+10
x1 -52+45 -7%56 -40+50
Thry; (o) -123+24 105+30 9730
Wy 93429 62+44 53432
%1 -29+67 72192 14895
Alay, i) -110£25 89+18 92421
y * -109+23 -112+24
%1 -107+101 -15+68 10395




Annexe B: Partie expérimentale HIV

B-26

Peptides comportant un pont lactame avec une liaison peptidique CO-NH

Résidu Angle DDap DDab Edap EDab
Ile, () -121x23 -83+13 -103£15 -139£18
1} -66+13 1147 13912 103x14
11 108466 -15+68 357 -155+19

Trps (i) -76£9 -101£26 -101+36 -133£23
] -55+7 34451 100£75 102x16
11 -139+89 -31%70 16+59 -140:80
Gly, [0} -176+76 16347 14286 -156x60
i 9450 85182 43475 -78+104
Xs [0} -127+32 -123£29 -122£30 -134+20
W 169+33 123£12 99+16 10146
X1 -170x7 -67+£38 -162x52 -159+25
Serg [0} -87+31 -105+24 -136x30 -143£19
7} -57+9 90+8 9811 -175£55

%1 136495 -70£71 -173£77 5442

Gly, ¢ 97+16 13320 118427 153459
1] 55£30 -88:+8 -77x13 -131+99

Lysg [0} -154+24 -85+3 -77+8 -97+37
1} -70£5 1059 13548 -74£60

11 -173+65 -155:+46 11874 -16091

Leuy ¢ -144+8 -88+9 -81+8 -99+33
Y -70£5 8147 43+42 -31+20

1 -16166 -101:83 8597 173478
Ileyy ¢ -90£11 -149:£10 -135+20 -120+23
] 11348 72£15 8719 102£16
%1 -167x14 -175£62 172494 -158+76

Xn (i) -70+7 -132+42 -114+28 -94+61
1} -49+16 49+49 2566 17473

%1 -172x4 -73£6 -47+44 16311
Thry; ¢ -72£15 -109+34 -109+28 -112+33
v 41+44 113+27 -64+48 11399

11 -144+90 -55+79 -10+95 -77+84
Thr; ¢ -131x27 -95+23 -124+19 -127425
1 91£30 115+68 103468 10351

%1 -105+81 104467 29478 -53+69
Alayy ¢ -112431 -99:+23 -114+33 -101+24
30+88 25471 13499 -37+£92




Annexe B: Partie expérimentale HIV

B-27

Peptides comportant un pont lactame avec une liaison peptidique inversée NH-CO

Résidu Angle DapD DabD DapE
Ile, (0] -97+22 -100+13 -120£12
'} 136+12 106£11 1083
X1 68482 -48+24 -37+62
Trpa (i) -120+35 -139+21 -112+25
V] 147+19 108420 42:+54
11 29+78 7463 -55+48
Gly, (0] -111492 7694 127473
v 173464 77£103 79+64
X [0} -95+25 -147+£20 -125+27
T} 100£7 12442 122418
11 -158+8 -1559 1470
Serg (] -163+4 -122+20 -107+41
7} 127+11 8054 12512
11 8793 -47+89 -148+75
Glyy [0} 180%11 12653 9448
1] -94+6 -94+4 -76+6
Lysg [0} -156+4 -154+8 -94+7
L} -02+6 -70£5 9746
%1 -169+15 -170£36 -174+6
Leu, () -89+6 -76+22 177
y -33+10 -25+32 83441
11 -132186 77%92 7143
Iley i) -108+13 -93x17 -136£19
] 14414 9448 7549
x1 4747 150467 -171£6
X1 o -7626 -12749 -119221
1 -46+14 75+33 58+40
11 -178+5 -102+15 -63+63
Thr;; ) -71%11 -118+32 -112+34
] 105+11 -86+99 -62+62
11 138464 13679 -53x14
Thrs ) -125+23 98426 -125+24
A 88497 51+89 107111
11 15+55 -128+102 -38+48
Alay, ¢ -99+22 -101£31 -101+26
12883 14477 -142+82




Annexe B: Partie expérimentale HIV

B-28

Peptides comportant des acides B—aminés

Résidu Angle HSer HCys
Ile, () -144+15 -116+24
T} 85+35 9516
x1 88:+45 17£110
Trp, [0} -117+37 -125+28
\} 126+44 11160
x1 -113+80 -54+63
Gly, () -164+82 16476
7} -61£100 -82+112
Cyss () -124+31 -106+16
i 154+39 -80+15
X1 -113£79 -62+46
Serg () -113+38 -78+8
y 26+64 8742
X1 119488 -178+2
Gly, (i) -107+82 1466
W 94180 -52+2
Lysg (1) -79+12 -75+3
A} 57+9 -68+3
%1 -88+75 -156+38
Leuy i) -152+21 -160£7
y -52+11 11245
%1 -175+30 -176+6
I]em lb -156+7 '52:':5
A 10411 129+12
x1 -97+58 64+54
Cysny i) -97+10 -100£20
] 329 84+13
%1 -10141 -14+70
Thry, [0} -163+5 -120426
'} 158+13 10374
x1 -146+30 65+45
Thry; i) -163+3 -120£26
1 104107 88+79
%1 -45+53 2647
A]a“ ¢ -85+33 -104+25
8+84 -34+99




Annexe B: Partie expérimentale HIV

B-29

b. Comparaison entre les distances interprotoniques expérimentales

(RMN) et calculées dans les structures moyennes issues de la MD

Peptide Parent

Peptide Parent

Protons Distances (A)
Thmr 'MD
Contraintes intra-résidus

I>NH P-C’H 2.80-3.80 2.75
I>NH I-C'H 3.80-5.50 4.57
I>-NH P-C*H 3.80-5.50 4.91
I*C*H I-C'™H 3.80-5.50 3.44
WANH W-CPH 2.80-3.80 2.70
WANH W-C’H 3.80-5.50 5.26
W-C'H W-CH 3.80-5.50 3.69
W3-C°H W-C'H 3.80-5.50 3.50
GNH G'-C°H 1.80-2.80 2.65
C-NH C°-CPH 2.80-3.80 2.96
S.NH SS-C°H 2.80-3.80 2.92
SO.NH S°-C'H 3.80-5.50 4.70
K:.NH K-CPH 2.80-3.80 3.27
K:ENH K:%C'H 3.80-5.50 3.91
K:.-NH K:-C’H 3.80-5.50 5.13
K:.C®H K:-CPH 2.80-3.80 2.66
K3-C*H KS-C°H 3.80-5.50 4.40
K%.C*H K:-C'H 3.80-5.50 4,98
Ki:-CPH KE:-C'H 3.80-5.50 4.36
L>-NH L’-C’H 1.80-2.80 2.48
L’-NH L’-C’H 3.80-5.50 4.99
L’-C*H L’-CPH 1.80-2.80 2.71
L’-C°H L°-C°H 3.80-5.50 4.41
I'“NH 1'"-C'H 3.80-5.50 4,60
I'“NH 1°-C°’H 3.80-5.50 4.98
1'.c*H 1"-c’H 3.80-5.50 4.16
Cc!'.NH c".c’H 2.80-3.80 2.81
T'.NH T'“C°H 2.80-3.80 2.95
T.NH T“.C’H 2.80-3.80 2.78
T2NF T%CH 3.80-5.50 4,57
R 0 s ) el 2.80-3.80 3.05
T.NH T.C*H 2.80-3.80 3,01
TS.NH TY-C'H 3.80-5.50 4,57




Annexe B: Partie expérimentale HIV

B-30

Contraintes inter-résidus

I>-NH W:-NH

I*-C*H
*-C*H
1>-.C’H
I>-C*H
I-C*H
W-C*H
WC°H
W3-CPH
W3-C*H
W3.C*H
G.-C"H
G'-C™H
G-NH
G-C°H
C5-NH
C5-C"H
C%-.C°H
c’-CPH
S®-NH
S*-C°H

W-NH
WNH
W3.NH
G-NH
G.-NH
G*NH
G'-C°H
G'-NH
G*NH
G*-NH
C%-NH
C*-C°H
S%.NH
SO.NH
SS-NH
SS-NH
SS.CPH
S.-NH
G’-NH
G’-NH

S.NH K5-C'H

S%-CH
G’-NH
G-C°H
K5.NH
K%-C"H
K:-CPH
K.C™H
K5.C°H
K5-CPH
L°-NH
L’-C*H
I'%-NH
1'°-C*H
1'.cPH
1°-C'H
1'.C°’H
1"°.C*H
1'.c’H
C!'“NH
Cc'.C°H
c'.chH
T2.C*H
T!*.NH
T.CPH
TE.C™H
T'%.C°H

KE-NH
K:-NH
K%-NH
L’-NH
L’-NH
L’-NH
L°-NH
IIII_NH
1'“NH
I'“NH
I'°-NH
C'.NH
C'.NH
C'."NH
C'-"NH
C'"-NH
T'2.NH
T'2NH
T2NH
T'%.NH
T2.NH
T'%.NH
A'-NH
A'“NH
A".NH
AY-NH

3.80-5.50
1.80-2.80
3.80-5.50
3.80-5.50
3.80-5.50
3.80-5.50
1.80-2.80
3.80-5.50
3.80-5.50
3.80-5.50
3.80-5.50
1.80-2.80
3.80-5.50
3.80-5.50
3.80-5.50
3.80-5.50
1.80-2.80
3.80-5.50
3.80-5.50
2.80-3.80
1.80-2.80
3.80-5.50
3.80-5.50
2.80-3.80
2.80-3.80
2.80-3.80
1.80-2.80
3.80-5.50
3.80-5.50
2.80-3.80
2.80-3.80
2.80-3.80
2.80-3.80
2.80-3.80
1.80-2.80
3.80-5.50
3.80-5.50
3.80-5.50
2.80-3.80
3.80-5.50
2.80-3.80
1.80-2.80
3.80-5.50
1.80-2.80
2.80-3.80
3.80-5.50
3.80-5.50
3.80-5.50

4.17
2.22
4.57
3.82
5.15
3.73
2.29
4.36
432
5.37
5.47
2.79
4.43
5.48
4.79
4.06
2.32
4.82
4.23
3.80
2.32
4,19
4,78
2.80
3.04
3.80
2.21
4.17
4.65
3.40
3.80
2.71
3.59
3.69
2.42
4.66
4.87
5.26
3.47
4.39
2,76
2.80
4.47
2.16
3.80
4.42
4.64
5.09




Annexe B: Partie expérimentale HIV B-31

Peptide Rétro-inverso

Distances (A)

Protons Rétro-inverso Famille | Rétro-inverso Famille 11
Tnme Rup Thimr Ryp
Contraintes inter-résidus
A"-NH T“-NH 3.80-5.50 4.16 3.80-5.50 4.38
A"-C*H T“-NH 1.80-2.80 2.30 1.80-2.80 2.19
THE.C*H T'NH 2.80-3.80 3.61 2.80-3.80 3.63
T2.NH C'"-NH 2.80-3.80 2.73 2.80-3.80 2.78
T.c*H ¢'-NH 2.20-3.80 3.63 2.20-3.80 3.63
T2.cPH c''“NH 2.80-3.80 3.44 2.80-3.80 2.98
T"2.C'"H C''-NH 3.80-5.50 4.18 3.80-5.50 4.54
C''“NH I'"-NH 3.80-5.50 3.49 3.80-5.50 3.56
C''NH 1'-C™H 3.80-5.50 3.97 3.80-5.50 4.61
c'-c*H 1'"-NH 1.80-2.80 3.64 1.80-2.80 3.65
c'L.cfH 1'%NH 3.80-5.50 5.50 3.80-5.50 4.04
c'.C*H L’-NH 3.80-5.50 3.25 3.80-5.50 3.57
c'“c’H L’-NH 3.80-5.50 4.57 3,80-5.50 3.97
I"“NH L’-NH 1.80-2.80 1.92 1.80-2.80 2.81
1'-C°H L°-NH 2.80-3.80 3.61 2.80-3.80 3.01
1'“cPH L’-NH 3.80-5.50 4.01 3.80-5.50 4.50
L’-NH K%NH 2.80-3.80 2.97 2.80-3.80 3.56
L’-C*H K®-NH 1.80-2.80 2.41 1.80-2.80 2.28
L’-c’H K%-NH 3.80-5.50 4.54 3.80-5.50 4.41
L-C'H K:-NH 3.80-5.50 4.35 3,80-5.50 4.37
L°-C’H K*-NH 3.80-5.50 5.49 3.80-5.50 5.46
KiLcPH G'-NH 3.80-5.50 4.48 3.80-5.50 4.20
K:C'H G’-NH 3.80-5.50 5.47 3.80-5.50 4.49
K5-CPH SS-NH 3.80-5.50 4.17 3.80-5.50 5.49
G’-NH S%NH 2.80-3.80 2.79 2.80-3.80 3.49
G-C*H S°NH 2.80-3.80 3.22 2.80-3.80 3,05
SNH C’-NH 2.80-3.80 3.27 2.80-3.80 2.70
S*-C*H C’-NH 2.80-3.80 2.79 2.80-3.80 3.45
C-NH G*-NH 2.80-3.80 2.63 2.80-3.80 3.78
C-C"H G*-NH 1.80-2.80 3.12 1.80-2.80 2.24
C-CPH G*-NH 2.80-3.80 4.09 2.80-3.80 3.68
G*C*H W3-NH 2.80-3.80 3.24 2.80-3.80 2.80
W3-CH I-NH 2.80-3.80 2.61 2.80-3.80 2.81
W-cPH I>-NH 2.80-3.80 3.48 2.80-3.80 3.03
WA-C'H I%NH 3.80-5.50 4.71 3.80-5.50 5.48

W-C'"H I>-C"H 3.80-5.50 5.51 3.80-5.50 5.49




Annexe B: Partie expérimentale HIV B-32

Analogue DDap
Lactame DDap
Protons Distances (A)

Tnme ™MD
Contraintes intra-résidus
c''.c*H c"-cH 2.80-3.80 2.90
ct'.cfy c'.c'H 2.80-3.80 2.72
C''"NH C'-c'H 3.80-4.80 4.65
Contraintes inter-résidus
I>-C*H W°-NH 2.80-3.80 3.58
>-CPH W3-NH 2.80-3.80 2.84
-C°H W>-NH 3.80-4.80 4.76
I>NH G'-NH 2.80-3.80 3.78
W:-NH G-NH 2.80-3.80 2.80
W-C*H G'-NH 2.80-3.80 3.65
WicPH G-NH 2.80-3.80 3.20
W-CPH G'-NH 3.80-5.50 4.16
WAC'H G'-NH 3.80-5.50 3.80
C-C*H S°-NH 2.80-3.80 2.63
c’.c’H SS-NH 2.80-3.80 3.46
c.cPu c'-cH 2.80-3.80 3.03
S.NH G’-NH 2.80-3.80 2.86
S6-cPH G’-NH 2.80-3.80 2.80
S®.NH K°-NH 3.80-5.50 4.53
G’-NH K:NH 1.80-2.80 1,90
G'-C*H K*-NH 2.80-3.80 3.15
K.-NH L’-NH 1.80-2.80 232
K®:C°H L’-NH 2.80-3.80 3.64
K.CPH L’-NH 2.80-3.80 291
K.-CcPH 1'-NH 3.80-5.50 4.50
L’-NH I'%-NH 1.80-2.80 2.42
I'NH C'-NH 3.80-4.80 3.97
1'-c®H c!'-NH 1.80-2.80 2.24
'c’H C'-NH 3.80-4.80 4.54
[c?H C''NH 3.80-5.50 5.09
1'c"H C'"-NH 3.80-4.80 4.82
1'-C®H C'-NH 3.80-4.80 3.98
1'-C®H T'“-NH 3.80-4.80 4.81
C''"NH T'*“NH 2.80-3.80 2.74
c'c*H T'“:NH 2.80-3.80 3.65
c'.cPH T“-NH 3.80-5.50 5.55
c'"“c’H T'“:NH 2.80-3.80 2.79
T2NH T“-NH 3.20-4.20 3.92
T2.C*H T“-NH 2.20-3.20 2.44
TENH A“-NH 2.80-3.80 3.79
TR.cPH A'“-NH 3,80-4.80 4.73

TE.C'H AM-NH 3.80-5.50 4.51




Annexe B: Partie expérimentale HIV B-33

Analogue DDab
Lactame DDab
Protons Distances (A)

Tome ™MD
Contraintes intra-résidus
I>NH I*-C°H 1.80-2.80 2.94
I>-NH I>-C*H 2.80-3.80 3.33
WANH WicPH 2.80-3.80 3.47
G'NH G-C"H 2.80-3.80 2.54
C-NH C-C%H 2.20-3.20 2.99
C-NH C’-cPH 2.50-3.50 2.80
S“NH S8%-C°H 1.80-2.80 2.91
S.-NH SS-CPH 2.80-3.80 2.95
G'-NH G'-C*H 1.80-2.80 2.49
K:-H KE-CoH 1.80-2.80 2.73
I'NH 1'-C*H 2.40-3.40 2.81
1'NH 1'-CPH 2.80-3.80 3.31
I'"NH 1'c™H 3.80-5.50 3.66
I'NH 1'%-C’H 3.80-5.50 531
c'"NH c'-c*H 2.40-3.40 3.08
c''"NH c'-cfH 3.20-4.20 3.12
C''NH c'-cH 3.80-5.50 4.24
T2.NH T"-C°H 1.80-2.80 279
T2.NH T'-CPH 2.80-3.80 2.77
T2.NH T'%CH 3.80-5.50 4,17
TE.NH T"-C*H 2.80-3.80 2.90
TE.NH T".CPH 2.80-3.80 3.56
Contraintes inter-résidus
I>NH W3-NH 4.50-5.50 4.47
I>-C*H W3-NH 1.80-2.80 221
>-C"H W-NH 3.80-5.50 3.90
I>-C'"H W3-NH 3.80-5.50 5.19
2C'H W -C’H 4.50-5.50 5.51
I>-C°H W*-NH 4.50-5.50 517
W3-NH G*-NH 2.80-3.80 2.76
W-C*H G'-NH 2.20-3.20 2.78
WiC®H G-C"H 3.80-5.50 4.44
W-CPH G*-NH 3.80-4.80 4.50
W.C°H G*NH 4.50-5.50 5.44
W3-C'H G*-NH 3.80-5.50 5,50
G*C"H C’-NH 1.80-5.50 2.98
C-NH S®*NH 2.80-4.80 4.28
C>-C*H S*NH 1.80-2.80 2.19
C-C*H S*C°H 3.80-5.50 432
C-C*H S*CPH 4.50-5.50 5.09
C-C*H G"'NH 3.80-5.50 4.72
c’.cPH G"NH 3.80-5.50 4.57
(ekely s ( (elieljs 2.80-3.80 2.96
S.NH G"NH 2.80-3.80 3.81
SO.C*H G"NH 1.80-2.80 2.41
SS-CPH GNH 3.80-5.50 433
G'-NH K*NH 2.80-3.80 3.58
G’-C*H K®*NH 2.80-3.80 3.06
L’-C’H I'-NH 3.80-5.50 4.38
L°-NH I'NH 2.80-3.80 3.81
I'NH C'-NH 2.80-3.80 2.78
I'“C°H C''-NH 1.80-2.80 231
1'c”H C'-NH 4.80-5.50 4,94
1'.C""H C'"-NH 4.80-5.50 4.91
1'“C’H C''-NH 4.80-5.50 4.78
1'.C°’H T'“:NH 3.80-5.50 3.80

C'''NH T'*-NH 2.80-3.80 2.79



Annexe B: Partie expérimentale HIV B-34

c'.C*H T'“NH 2.80-3.80 2.84
c'.c’H T'“NH 3.50-4.50 4.35
c'Cc'H T"“-NH 3.80-5.50 5.30
T'2NH T"-NH 3.80-5.50 4,67
Analogue EDap
Lactame EDap
Protons Distances (A)

Ty 'mp
Contraintes intra-résidus
I>NH I*-C"H 2.80-3.80 2.91
I>-NH I>-cPH 2.80-3.80 3.77
I>-NH I*-C'™H 3.80-4.80 4.17
>-NH I>-C*H 3.80-5.50 4.49
WANH W-C"H 2.80-3.80 2.88
WANH WcPH 2.80-3.80 3.54
G'-NH G'-C*H 1.80-5.50 2.32
C.NH C-C°H 2.80-3.80 2.87
C-NH C-C'H 2.80-4.80 4,70
C-NH c’.cPH 2.80-4.80 2.99
G'-NH G’-C°H 1.80-5.50 2.59
L-C*H L’-C'H 2.80-4.20 4.24
L2G*H LAGEH 3.80-5.50 4.43
L-C*H L’-c¥H 3.80-5.50 4.12
I'NH 1'°-c®*H 2.80-3.80 2.84
I'“NH 1'c’H 2.80-3.80 3.27
I'NH 1'%-Cc™H 3.20-5.50 3.53
I'NH 1'%-c®H 3.80-5.50 5.25
C'“NH c"-c*H 2.80-3.80 2.87
Cc''.NH c'-cPH 2.95-4.01 3.22
T*NH T“-C°H 2.80-3.80 2.93
TNH T™.CPH 2.80-3.80 3.76
TNH T“-CH 3.80-4.80 3.86
A"NH A".CPH 1.80-5.50 2.86
Contraintes inter-résidus
I>NH W*-NH 3.50-4.50 4.30
IC"H W3-NH 1.80-2.80 2.24
I>-C°H W-C°H 4.80-5.50 5.14
I-C’H W3-NH 2.80-3.80 3.14
I>C'H W3-NH 3.80-5.50 5.04
I%-C°H WA-NH 3.80-5.50 5.50
I%-C°H W-C*H 4.50-6.50 6.42
W3.-NH G*-NH 3.0-4.00 3.97
W-C*H G-NH 2.20-3.20 2.21
W-CPH G'-NH 2.80-3.80 3.78
W-C*H G*-NH 3.80-5.50 5.38
G-C'H C-NH 3.20-4,20 3.19
C-C*H S®NH 1.80-2.80 2.24
C-C'H S°-NH 3.80-5.50 434
C’-C’H S°-NH 3.80-5.50 4.46
C-C"H G’-NH 4.50-6.50 6.39
C-C'H G'-NH 4.50-5.50 4.94
Cc-c’H c'-cH 3.80-4.80 3.80
C-C'H c'"-c*H 3.80-5.50 4.35
C-C'H C'.cPH 3.80-5.50 5.53
C-C'H C'-cH 2.50-3.50 2.50
S6-C"H G’-NH 1.80-2.80 222
SS.CPH G'-NH 3.80-5.50 4.37
G'-NH K:-NH 2.80-3.80 3.61
G-C®H K3:-NH 2.80-5.50 2.95

L’-C°H 1'-NH 2.20-3.20 3.14



Annexe B: Partie expérimentale HIV B-35

L-CPH 1'"-NH 3.80-5.50 4.47
L’-C'H I'-NH 3.80-5.50 5.24
1"-NH C'-NH 2.80-3.80 2.80
1-C*H C''-NH 2.50-3.50 2.42
1'“cPH C''-NH 3.50-4.50 4.62
1'“c'H C'"-NH 4.80-5.50 4.95
1I'c®H C'-NH 3.80-5.50 5.10
1'“c’H c'-c™H 5.50-6.50 6.53
1'C’®H T'“-NH 5.50-6.50 5.46
C'“NH T'“:NH 2.80-3.80 3.77
c'“C"H T'“:NH 2.80-3.80 2.58
c'.cPH TNH 3.29-4.54 4.46
T2NH T"-NH 2.80-3.80 291
T'2.C*H T-NH 2.80-3.80 3.61
Analogue EDab
Lactame EDab
Protons Distances (A)

Tnme ™D
Contraintes intra-résidus
I-NH I>-C°H 2.80-3.80 2.81
I2NH 1*-cPH 2.80-3.80 3.22
I>-NH 1*-C’*H 3.80-5.50 3.79
I>NH I’>-C'"H 4.80-5.50 4.90
I>NH I>C°H 4.80-5.50 5.22
WANH W-CH 2.80-3.80 2.94
WANH W-CPH 3.41-4.14 3.11
WANH W-c®H 4.80-5.50 5.53
W3C'H W-C°H 4.80-5.50 5,06
W-CtH W2-C'H 3.80-5.50 4.34
G'NH G-C°H 2.77-3.77 2.67
C-NH C’-C°*H 2.80-3.80 2.90
C-NH C’-cPH 2.98-3.98 2.85
C-NH C-C'H 4.80-5.50 4.80
SO-NH S5-C°H 2.80-3.80 2.80
S.NH S-CPH 3.80-4.80 3.73
G'-NH G’-C*H 2.30-3.30 2.46
I'“NH 1'-C*H 2.80-3.80 2.81
I'“NH 1'°-CPH 2.80-3.80 3.36
I'NH 1'Cc™H 3.80-5.50 3.59
I'“NH 1'“c’H 3.80-5.50 5.55
c'-NH c'.c°H 2.80-3.80 3.04
Cc!“NH c"-cH 3.80-5.50 4.98
C''"NH c'.c’H 5.00-6.50 4.98
T2NH T“2C°H 2.80-3.80 2.94
T2.NH T'*CPH 2.80-3.80 2.86
Contraintes inter-résidus
I>NH W-NH 3.80-5.50 3.81
I-C*H W3-NH 2.20-3.20 2.19
-C*"H W-NH 3.80-4.80 4.60
I-CH W3-NH 4.80-5.50 4.82
W3NH G*NH 3.80-5.50 3.91
W3C°H G'-NH 2.20-3.20 2.26
WCPH GNH 3.16-4.26 4.19
W.C’H GY-NH 4.80-5.50 5.54
WA-C'H G'-NH 4,80-5.50 5.55
G-C"H C-NH 2.67-3.67 3.14
C’-C*H S°-NH 2.20-3.30 3.21

Cc’-c’H SS-NH 3.48-4.48 3.99



Annexe B: Partie expérimentale HIV B-36

C-C'H S%-NH 4,50-5.50 5.54
C-cH c'-cH 2.80-3.80 2.52
(e(eld 46 {eliel 1.80-6.50 4.28
CLCH Gie® 1.80-6.50 3.08
S®-NH G’-NH 3.80-5.50 4.32
S-C*H G'-NH 2.80-3.80 2.47
G'-NH K%-NH 2.80-3.80 2.97
G'-C*H K3-NH 2.80-3.80 3.20
L’-C'H 1'"-NH 2.80-3.80 3.76
['.NH C'-NH 3.80-5.50 3.75
""c*H c''‘NH 1.80-2.80 2.02
1'“c’H c'-NH 3.80-5.50 4.37
"-c'H C'-NH 4.80-5.50 4.79
'cH C''-NH 4.80-5.50 4.70
1'"C’H T'“NH 4.80-5.50 5.60
C''"NH T'""-NH 2.80-3.80 3.24
c'“cPH T'NH 3.33-5.50 4.59
C'“C'™H T'*NH 4.50-5.50 4.95
c''“c®H T'“NH 2.80-3.80 3.93
Analogue DapD
Lactame DapD
Protons Distances (A)

TI:IIIJI l'up
Contraintes inter-résidus
I>-NH W3-NH 3,80-5.50 4.51
I>-C*H W°-NH 1.80-2.80 2.32
P-C"H W-C’H 3.80-5.50 3.85
I~cPH WiNH 2.80-3.80 3.90
1>C’H W-NH 3.80-5.50 4,59
WNH G*-NH 3.80-5.50 3.96
WA-C*H G*-NH 1.80-2.80 2.21
W.C*H G*-C*H 3.80-5.50 4.33
W.CPH G*-NH 2.80-3.80 3.83
WiC*H G-NH 3.80-5.50 5.74
G*-NH C’-NH 3.80-5.50 4.31
G*-C°H C-C°H 3.80-5.50 4.37
G-C°H S%-NH 3.80-5.50 5.58
C’-C*H S°-NH 1.80-2.80 2.17
(0:/0ek s (E{Iall o1 3.80-5.50 4.88
C-CPH S°-NH 3.80-5.50 4.42
C-C'H C'-NH 3.80-5.50 4.34
C-C'H c'-c*H 1.80-2.80 2.26
C-C'H C'-cPH 2.80-3.80 2.88
SNH G’-NH 3.80-4.80 4.01
S.cPH G’-NH 2.80-.4.00 3.92
SSNH K°-NH 3.80-5.50 5.63
G-NH K*:-NH 2.80-4.00 3.20
G’-C*H K°®-NH 2.80-3.80 2.90
K:-NH L’-NH 2.80-3.80 3.14
K:-C"H L°-NH 2.80-3.80 3.55
K.-CPH L°-NH 2.80-3.80 2.66
K:-C*H I''-NH 3.80-5.50 4.69
L-NH I'-NH 1.80-2.80 2.16
L’-CPH I'>-NH 3.80-5.50 3.51
L’-C'H I'“NH 3.80-5.50 5.14
I'-NH Cc"-NH 3.80-4.80 438
1'“c*H Cc''-NH 1.80-2.80 2.15
1-cPH C'-NH 2.80-3.80 3.03
1.c'H C'-NH 3.80-5.50 4.85
1'-c’®H c!-NH 3.80-5.50 5.36

I'“C’H T':NH 3.80-5.50 4.61



Annexe B: Partie expérimentale HIV B-37

C''"NH T'*-NH 2.80-3.80 2.60
C''\NH T*CH 3.80-5.50 4.75
Cc'-C"H T"“-NH 2.80-3.80 3.61
clLcPH T2NH 2.80-3.80 3.26
T2C*H T"-NH 1.80-2.80 2.17
TP.NH A"-NH 2.80-3.80 3.66
TP.C'™H A'"-NH 3.80-5.50 4.98
Analogue DapE
Lactame DapE
Protons Distances (A)

rm IMp
Contraintes intra-résidus
PNH I*-C°H 2.80-3.80 2.93
I>NH 1*-cPH 2.80-3.80 2.71
ANH I>-C*H 3.80-5.50 4.56
IPNH I*-C"H 3.80-5.50 3.60
I>NH [-C°H 3.80-4.80 3,78
WANH W-C*H 4,80-5.50 5.46
WANH W-CPH 4.80-5.50 4,90
WANH W3-C°H 2.80-3.80 2.94
WA-C'H W-C°H 4.80-5.50 5.68
WAC'H WA-C'H 4.80-5.50 5.70
G'NH G-C"H 2.80-3.80 3.46
C-NH C-C*H 2.80-3.80 3.00
C-NH C-cPH 2.80-3.80 3.52
C-NH C-CH 3.80-5.50 4.00
S.NH SS-C°H 2.80-3.80 2.91
G'-NH G'-C°H 2.20-3.20 2.49
K:C®H KS-NH 2.80-3.80 2.93
KicPH KSNH 1.80-5.50 2.53
K.-C'H K%-NH 4.42-5.50 4.43
K.-C’H K*:-NH 3.80-5.50 5.54
K.-C'H K°-NH 4,80-5.50 5.00
L’-C*H L°’-NH 2.80-3.80 2.72
- C’H L’-NH 1.80-5.50 2.83
L-C'H L’-NH 2.80-3.80 2.7
L’-C°H L’-NH 3.80-5.50 3.89
L’-NH L’-NH 1.80-5.50 4.10
I'NH 1'°-C*H 2.80-3.80 2.91
I'“NH 1'°-cH 2.80-3.80 3.24
I'NH 1'-C'H 3.80-5.50 4.68
I'NH 1'°-c®H 4.80-5.50 5.36
C''"NH c'"-c*H 2.80-3.80 2.89
C''"NH c'-CH 3.36-4.66 3.27
T'2NH T'“C"H 2.80-3.80 2.95
TNH T2.CPH 2.80-3.80 2.5
T2ZNH T'%CH 4,80-5.50 4.51
TRNH TB-C*H 2.80-3.80 2.89
TYNH T"-CPH 2.80-3.80 3.13
TR.NH T“.C'H 3.80-4.80 4.74
AY.C*H AY-NH 2.80-3.80 2.88
AY-.CPH AY“-NH 1.80-5.50 3.29
Contraintes inter-résidus
I>NH W3-NH 1.80-2.80 2.26
I>-C*H W3-NH 4.80-5.50 4.46
-C’H W-NH 4.80-5.50 4.70
I>C°’H W3-NH 3.80-4.80 4.57
WANH G-NH 2.84-4.04 3.16
W-C*H G*-NH 2.80-3.80 2.78

W-CPH G*-NH 2.20-3.20 2.84
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WiCH GYNH 3.39-4.59 4.37
W-C'H G'-NH 2.53-2.63 2.32
G-C"H C’-NH 2.45-3.48 2.82
C-C*H S°-NH 2.20-3.20 2.16
C’-CPH S°-NH 3.55-4.63 3.87
C-C'H SS-NH 3.80-4.80 4.94
c-Cc'H c'-c*H 2.80-4.80 3.95
c’.cH cV-cPH 1.80-5.50 4,38
C-C'H c'-QH 3,02-5.13 2.45
S NH G’-NH 3.80-5.50 4,59
SC-C*H G’-NH 2.20-3.20 2.35
Sb.cPH G'-NH 3.80-5.50 3.83
G'-NH K%NH 2.80-3.80 3.86
G'-C*H K°-NH 2.80-3.80 2.98
K:-NH L’-NH 2.80-3.80 4.31
K:-C*H L’-NH 1.80-2.80 2.19
K% cPH L°-NH 3.80-5.50 4.37
K- C*H 1'-NH 3.80-5.50 4.96
L-C’H 1'-NH 3.80-5.50 4.34
L’-c'H I'-NH 3.80-5.50 4.65
I'“NH C'-NH 2.80-3.80 3.01
'“c®H C'-NH 1.80-2.80 2.56
1'“c?H C'-NH 4.80-5.50 5.03
1'c"H c'-NH 4,80-5.50 5.00
1'c’H C'-NH 4.80-5.50 5.26
1.’ T'“NH 4.80-5.50 4.55
C''"NH T"“-NH 2.80-3.80 3.40
c'.c*H T'“NH 2.80-3.80 2.66
c'.cPH T'“NH 3.80-5.50 4.39
c''.C'H T'“:NH 3.80-5.50 5.61
T2.NH T"-NH 2.80-3.80 2.19
T2.C*H T'*-NH 2.80-3.80 3.63
Analogue HSer
HSer
Protons Distances (A)

Tnmr rMD
Contraintes inter-résidus
I>-NH I*-C°H 2.80-3.80 2.93
I*NH 1-cPH 2.80-3.80 3.82
WANH W3-C*H 2.80-3.80 2.82
WANH W-CPH 2.71-4.05 2.962
WANH W3-C°H 3.80-5.50 3.93
G'NH G*-C*H 2.05-3.95 2.66
C-NH C-C*H 2.80-3.80 2.93
C-NH C-CPH 2.58-3,83 3.00
S.NH S°%CPH 2.80-4.05 2.71
S®NH S°-C'H 3.80-5.50 4.45
SO-NH S5-C*H 3.23-4.39 3.66
L’- C°H L’-NH 2.80-3.80 2.83
L-C’H L°-NH 2.36-4.14 3.15
L’-C¥H L°-NH 4.80-6.53 5.56
L’-Cc®H L°-NH 4.80-6.09 5.72
I'NH 1'%Cc*H 2.80-3.80 2.89
I'-NH 1'cPH 2.80-3.80 2.77
['“NH 1'-c*H 3.80-5.50 4.44
I'"“NH 1'Cc"H 3.80-6.19 4.18
I'NH 1'°-Cc’H 3.80-5.50 4.99
C'"NH c!-c*H 2.80-3.80 2.90
C''NH c'-cPH 2.58-3.74 2.77

T2NH T'%CH 1.80-2.80 2.87
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T2NH T"*CPH 2.80-3.80 3.09
T%NH T'“CH 3.80-5.50 3.77
T.NH T'*-C'"H 3.80-5.50 4.50
TRNH TE.C*H 1.80-2.80 2.87
TE.NH T.CPH 2.80-3.80 3.06
TENH TR.CH 3.80-5.50 4.76
TR.NH TR-C"H 3.80-5.50 3.81
Contraintes inter-résidus

I>-C*H W’-NH 1.80-2.80 2.78
1C’H W-NH 3.80-5.50 4.56
I>-C°H W'-NH 3.80-5.50 5.41
W3-C*H G-NH 1.80-2.80 2.39
w-cPH G'-NH 3.08-4.17 3.19
G'-C*H C-NH 2.80-3.80 3.16
G-C°H C-CPH 3.80-5.50 5.50
C-C°H S%-NH 1.80-2.80 2.25
C-CPH S°-NH 2.80-3.80 3.19
c’-cPH G'-c°H 3.80-5.66 4,94
cicPlH clc®H 3.80-4.66 4.67
SO.C°H G’-NH 2.80-3.80 3.85
S.cPH G'-NH 3.80-5.50 3.69
S.C5H G'-NH 2.83-3.56 3.18
S.C’H G'-C*H 4.80-6.38 4.73
S NH C'-c°H 3.80-5.50 5.52
G'-NH K:NH 2.80-3.80 3.82
G'-C*H K°-NH 2.80-3.80 3.00
G-C°H K:-CPH 4.80-7.13 5.74
G-C*H K:-C°H 4.80-7.25 7.17
G-C°H L’-NH 3.80-5.50 3.78
G’-C*H L’-C*H 4.80-5.42 5.04
G-:C"H L’-c’H 4.80-7.40 7.02
G-C*H C'-C*H 3.80-5.50 4.91
K:NH L’-NH 2.80-3.80 3.62
K% C*H L’-NH 1.80-2.80 2.60
K Cc"H L’-NH 3.80-5.50 4.42
KL NH I'-NH 3.80-5.50 4.80
L’-NH I'NH 1.80-2.80 1.89
L’-C°H 1'“NH 2.80-3.80 3.60
L-CPH I1'-NH 2.89-4.17 3.29
['NH C'-NH 2.80-3.80 3.79
['c*H C!'NH 1.80-2.80 2.20
1%c*H c!-c’H 3.70-4.98 4.97
'cPH C'"-NH 3.80-5.50 4.63
1'“c”H c'-NH 3.80-6.00 4.22
1'.c?H c!'.c®H 3.80-6.53 4.82
'c"H c'-NH 1.80-6.38 5.25
1'.C®H C'-NH 3.80-4.95 4.24
1'%c3H ¢llcPH 3.80-6.53 6.54
1'°.C’H T'%NH 3.80-5.50 4.72
C''"NH T'“:NH 2.80-3.80 2.98
c'.c*H T'“NH 2.80-3.80 2.91
c'.c’H T“-NH 2.92-4.17 4.29
T2.C°H T"-NH 1.80-2.80 2.39
T2.C'H T®-C'H 3.80-5.50 5.51
T2C'H A".NH 3.80-5.50 4.24
TE.C'H A“-NH 3.80-5.50 4.46

TENH A'"-NH 2.80-3.80 3.57
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Analogue HCys
HCys
Protons Distances (A)

Tnmr v
Contraintes intra-résidus
I>NH I-C°H 2.80-3.80 2.93
I>-NH 1*-C*H 2.80-3.80 2.49
WANH W3-C*H 1.80-2.80 2.85
WANH W-cPH 2.40-3.58 3.16
G-NH G-C"H 2.46-3.49 2.65
C-NH C-C*H 2.80-3.80 3.10
S®-NH S8-C°H 2.80-3.80 2097
SS.NH S8°-CPH 2.84-3.89 2.32
S.NH S5-C'™H 3.80-5.50 4.40
G-NH G’-C°H 2.30-3.49 2.66
K:NH K%-C°H 2.80-3.80 2.89
L’-NH L’-C°H 2.80-3.80 2.93
I'"NH 1'°-C*H 2.80-3.80 2.80
1'NH 1'%-cPH 2.80-3.80 3,53
C''"NH c'-c*H 2.80-3.80 2,93
c'"NH c'-cPH 2.63-3.83 3.20
T2NH T'*-C*H 1.80-2.80 2.89
T'.NH T'*CPH 2.80-3.80 3.54
TENH TYC°H 2.80-3.80 2.89
TR.NH TV.cPH 2.80-3.80 3.79
Contraintes inter-résidus
I>-NH W?3-NH 2.90-3.80 2.99
I>C"H W3-NH 1.80-2.80 2.45
I>-C*H W-C%H 3.80-5.50 5.49
1I>-CcPH W-NH 3.20-4.20 4.71
I%-CPH W3-C®H 3.80-5.50 4.87
I-C?H W3-NH 3.80-8.00 4.66
I>C'H W -C*H 3.80-8.00 4.42
I-C"H W3-NH 3.80-8.00 5.26
2-C°H W3-NH 3.80-5.50 5,69
1-C’H W-CPH 3.80-8.00 7.53
W3.C*H G*-C°H 3.64-4.76 4.74
WLC*H C>-NH 3.80-5.50 5.29
G-NH C°-NH 2.80-3.80 2.78
G-C°H C°’-NH 2.56-3.49 2.89
G-C"H C>-C°H 3.80-5.50 4.56
C-NH S°%NH 3.80-5.50 5.29
C-.C*H S°-NH 2.80-3.80 4.26
C.C*H SS-NH 2.46-3.40 2.72
C-C*H SS-C°H 3.83-4.76 4.49
C-C*H SS-cPH 3.80-5.50 5,02
C’-CPH SS-NH 3.80-5.50 3.67
C-CPH s-CPH 3.80-5.50 5.33
C-C*H G'-NH 4.10-5.16 4.49
C-C°H K:-CPH 2.80-3.80 5.48
C-C*H 1'-C*H 3.80-5.50 512
C-C°H Cc''-c*H 3.80-5.50 5.40
C-cPH Cc'-NH 3.80-5.50 3.48
c’.cPH c'~c*H 3.80-5.50 5.67
S.NH G’-NH 2.80-3.80 3,98
SS-C°H G’-NH 1.80-2.80 2.44
S..C*H G’-C"H 3.80-5.50 4.33
$%.CPH G’-NH 3.33-4.51 4.55
S°.C'™H G’-NH 3.80-5.50 5.37
S.NH K:NH 3.80-5.50 5.18
Se.C*H KE-NH 3.80-5.50 4.64

G’-NH K%-NH 1.80-2.80 2.38
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G'-NH L’-NH 3.80-5.50 3.69
G'-NH L’-cPH 3.80-6.10 6.23
G-c’H K°-NH 2.74-3.88 3.11
KENH L°-CPH 3.80-5.50 537
K-C*H L°-NH 2.80-3.80 3.64
K:-CPH L°-NH 2.80-3.80 2.76
KS-C°H L°-NH 3.80-6.38 5.46
L”NH I'“NH 2.80-3.80 3.81
L-C*H 1'-NH 2.30-3.30 2.26
L°-C*H 1'-NH 3.80-5.50 4.49
L’-C'H 1'-NH 3.80-5.50 3.87
I'"“NH c'-NH 3.80-4.80 4.63
1'"c*H c''-NH 1.80-2.80 2.24
1'c*H c'-c*H 3.80-5.50 4.31
LGS el el b 3.59-5.16 5.09
1'.cPH c'-NH 2.80-4.80 3.15
1'"“c”H c'“NH 3.80-6.53 4.73
1'"“c"H C''-NH 3.80-6.38 5.05
1'"c®H C''NH 3.80-5.50 4.84
1'“C®H c!-c*H 3.80-6.40 4.97
1'-cPH T'%“NH 3.80-5.50 4.46
1'.c’H T'“NH 3.80-5.69 3.79
1-c’1 T:CH 2.80-6.53 5.52
C''NH T'“NH 2.80-3.80 3.79
C''"NH T2CH 3.80-6.22 5.03
c!'-C*H T'-NH 1.80-2.80 238
CLLCH T ACH 3.80-6.22 4.93
c!'.cPH T'%NH 3.12-5.50 4,24
T2.cPH TY.NH 2.80-3.80 3.74
T'2C?H T'"-NH 3.80-5.50 5.21
T'2C'H T'*-NH 3.80-5.50 4,29
T!%C'H T"-C°H 3.80-5.50 3.97
T'2C"H T"-C"'H 3.80-5.50 4.90
T'2.C*H A“-NH 3.80-5.50 5.48
T2.C"H A'"-NH 3.80-5.50 5.31
T2CPH A'-NH 3.80-5.50 4.96
T2.c'H AY-NH 3.80-5.50 4.93
TP.NH A'“-NH 2.80-3.80 3.90
TE.NH A'“.CPH 3.80-6.53 5.87

T3.cPH AM-NH 2.80-3.80 3.88
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C. MODELISATION MOLECULAIRE

Nous rapporterons dans cette annexe les équations théoriques essentielles qui permettent la

meilleure exploitation éxpérimentale de la technique TR-NOESY.

Figure C-1. Modéle d’un systéeme d’échange concernant deux noyaux appartenant au méme

ligand, entre ses deux états libre et lié a un récepteur.

La figure C-1 illustre le systéme le plus simple de deux noyaux isolés I et S d’un ligand,

représentant les deux sites d’échange correspondant aux deux états libre (IF,S¥) et li€ (IB,S®),

a partir duquel on peut développer la théorie du TR-NOE.

Considérons I’interaction d’un ligand L avec une macromolécule E. L’équilibre d’échange

s’écrit :

E+L < EL

Avec E et L représentant respectivement la macromolécule et le ligand libre et EL

représentant le complexe. Si k; et k, sont respectivement les constantes cinétiques
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d’association et de dissociation de la réaction et si le systéme est en équilibre chimique, on

peut écrire la relation suivante :

_[EL] ., KiE] gy [EL]

=K1
K_k-l [E][L] Kl ]

La constante cinétique k’;=k;[E] est une constante de pseudo premier ordre.

Les deux noyaux I et S du ligand, lorsqu’ils sont proches dans I’espace, peuvent échanger de
I’aimantation. Le transfert d’aimantation est déterminé par les constantes de vitesse de

relaxation a I’état libre ofset a I'état lié ofy . L’expérience TR-NOE est basée sur le fait que la

constante de vitesse de relaxation croisée of de 1'état lié, correspondant a un mouvement lent,
est généralement plus grande que la constante of de I’état libre, correspondant a un

mouvement rapide.

Dans le cas ou I'échange chimique est lent par rapport a la relaxation dipolaire, 1'information
n’est pas transférée d’un état a l’autre, et le systeme atteint 1’état d’équilibre avant que
I’échange ne puisse avoir lieu. Les spectres obtenus sont identiques a ceux d’un systéme en
absence d’échange chimique et on ne peut pas détecter des effets NOE provenant de la forme

liée.

Dans les conditions d’un échange rapide par rapport a I’échelle de temps de la relaxation, le

terme (o) qui est représenté par {(cis)=Nfcl+N"ck est majoritairement di & o®, et le NOE

observé renseigne directement sur la structure liée du ligand au sein du récepteur.

La condition pour que I’inégalité ‘NBGPS|>>|NFG{'S| soit vérifiée dépend des cinétiques relatives

des états libre et lié, des distances ngdans les deux états et de la constante d’affinité K de
formation du complexe EL. Si le complexe est faiblement lié€, N® sera alors faible, et le TR-
NOE disparaitra simplement par le fait qu’il y a peu de ligand présent a I’état lié pour
contribuer de fagon significative a la totalité de la relaxation. En clair, la valeur minimale de

K nécessaire pour I’observation du TR-NOE dépendra des valeurs relatives de of; et ofs.
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Le TR-NOE dépend aussi de la vitesse d’échange entre les états libre et lié, et ne devient
exploitable que s’il s’établit un flux appréciable de transfert d’aimantation entre ces états. Plus
précisément, si nous considérons une expérience dans laquelle le signal S® (ou le signal
moyenné SAY) est saturé, la condition pour observer un transfert de saturation appréciable a
partir du signal lié et exalté I” vers le signal I' doit satisfaire la condition suivante : ki[E] >>
R} ou R} est la constante de relaxation longitudinale du noyau I dans 1’état libre.

De facon similaire, si le signal SF est irradié sélectivement, le transfert de saturation de S” vers
SP est aussi une nécessité pour observer un transfert appréciable de NOE, et I’inégalité a
appliquer est la suivante : k-; >> R? ou R§ est la constante de relaxation longitudinale du
noyau S dans I’état lié.

Ces inégalités montrent que I’intensité du TR-NOE dépend non seulement de la constante

d’association K mais aussi de la constante de dissociation k_j.

Parmi les différents paramétres dont le TR-NOE est dépendant, le rapport N*/N® est celui qui
peut étre varié le plus utilement et le plus facilement. Ce rapport est déterminé directement

par la constante d’association K et les concentrations relatives du ligand et de la protéine dans

la solution. Le choix est dicté par le respect de la condition |NBUFS|>>INFG};S|. Une valeur

élevée de N'/N® est trés bénéfique car, puisque la concentration totale de protéine est limitée,
une concentration forte en ligand fournit des signaux plus intenses et ainsi une sensibilité
accrue. L’intensité du TR-NOE croit avec le rapport N'/N® jusqu’au moment ol I’inégalité
précédente n’est plus vérifiée.

Afin d’obtenir des informations quantitatives sur la structure ou sur la dynamique moléculaire
du ligand, il est préférable de déterminer la constante de vitesse de relaxation croisée plutot
que le NOE a I’équilibre. En nc considérant que le cas d’un échange chimique trés rapide par
rapport a I’échelle de temps du déplacement chimique et par rapport a la relaxation dipolaire,

I’établissement du TR-NOE peut s’écrire de la fagon suivante :

dr,

Lo 1g=INFoli NPl |1y

En tenant compte de I’inégalité précédente |NBGPS|>>INF0FS|, la constante de vitesse de

relaxation croisée apparente (os) est dominée par la contribution du ligand lié et le build-up

du TR-NOE s’écrira :
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=G ly=chN"I}

Cette expression montre un avantage tres important du TR-NOE : la constante de vitesse de
relaxation croisée apparente est celle du ligand li€é, mais multipliée par la concentration
fractionnaire N®. Ainsi le "build-up" du TR-NOE est plus lent que pour un systeme ayant le
méme temps de corrélation en I’absence d’échange chimique. En plus, le temps que le peptide
passe dans le site de liaison de la protéine est extrémement court. Ceci permet d’utiliser des
temps de mélange plus longs sans risque de diffusion de spin, et ceci malgré le temps de

corrélation trés long du complexe.
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RESUME

Les peptides, agents naturels intervenant dans de nombreux processus biologiques, présentent
un intérét thérapeutique important. L'introduction de liaisons pseudopeptidiques dans - des
peptides antigéniques est devenue, au cours de ces dernieres années, une stratégie des plus
intéressantes afin d'améliorer leurs caractéristiques physico-chimiques propres et leur apt}tudc
a interagir avec les effecteurs du systeme immunitaire.

Nous nous sommes intéressés a I’étude conformationnelle de peptides ant:gemques seuls ou
en interaction avec des anticorps, par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire
(RMN) et modélisation moléculaire (MM). Trois themes ont été abordés. Le premier concerne
I’étude de la région 600-612 de la glycoprotéine gp4l du virus de l'immunodéficience
humaine (VIH). La comparaison des propriétés conformationnelles du peptide correspondant
a la séquence naturelle et de plusieurs analogues a permis d’expliquer les variations d'activité
antigénique observées pour ces molécules. Parallélement a cette étude, nous avons recherché
a nous rapprocher de la géométrie de I’antigéne peptidique en interaction avec un anticorps.
Deux sujets ont été abordés dans cette optique : 1'étude du fragment C-terminal de I'histone
H3 et de ses analogues rétro-inverso, en interaction avec un anticorps monoclonal dirigé
contre la séquence naturelle, et I'analyse du rdle fonctionnel et structural de la
phosphorylation d'une tyrosine d’un fragment peptidique de la sous-unité  du récepteur de
l'acétylcholine (RACh) impliqué dans une maladie auto-immune : la myasthénie. Pour ce
faire, dans ces deux derniéres études, nous avons utilisé la méthode du transfert des NOE.

Les résultats présentés dans cette these illustrent l'apport de la spectroscopie RMN et de la
modélisation moléculaire dans la détermination de structures tridimensionnelles et notamment
I'étude des relations structure/conformation/fonction.

ABSTRACT

o

The development of peptide-based drugs is strongly impaired by the high susceptibility of
peptides to proteolysis, which limits their therapeutic. use. For many years, intensive work has
been focused on the synthesis of peptide analogues in looking for mimics with enhanced
activity and biological half-lives. Modifications introduced in peptides, such as modifications
of peptide bond or introduction of modified residues, provide pseudopeptides or
pseudomimetics with a higher metabolic stability.

We report conformational studies of antigenic peptides, free or bound to antibodies, by
nuclear magnetic resonance (NMR) and molecular modelling (MM). The aim was to
determine a structure-conformation-activity relationship and to resolve the structure of
peptides bound to an antibody. Mainly, three topics have been developed.

The first concerns the study of the 600-612 region of the human immunodeficiency virus
(HIV) gp41 glycoprotein. Comparison of several pseudopeptide structures with the natural
sequence allowed us to explain variations of antigenic activity observed for these molecules.
Then, we have considered the interactions between an antibody and an antigen. The 3D
geometry of this system has been investigated for two specific cases. The C-terminal fragment
of the H3 histone and its retro-inverso analogues, in interaction with a monoclonal antibody
directed against the parent sequence has been considered. Finally, the functional and
structural role of tyrosine residue phosphorylation for a fragment corresponding to the
receptor of the acetylcholine (AChR) B-subunit has been analysed. In these last two studies,
the TR-NOESY method was used with success.

The presented results illustrate the effectiveness of NMR spectroscopy and molecular
modelling in the determination of 3D models and in the study of structure-conformation-
activity relationship. ’
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