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La nature représente une succession de miracles.

L’homme ne peut pas I’améliorer ; il ne peut que la modifier.

Peter Benchley






Chapitre 1

Introduction

I. Origines et propriétés des antibiotiques

A. Historique des maladies infectieuses et de leurs
traitements

Les bactéries, les virus, certains champignons et parasites,
appartiennent a la famille des « organismes vivants invisibles a
I’ceil nu » appelés « microbes » ou « micro-organismes ». Les
microbes, qui constituent la plus ancienne forme de vie sur Terre,
se retrouvent en grand nombre dans I’environnement et participent
au bon fonctionnement de notre écosysteme (Pace 1997). Par
exemple, plus de la moitié de I’oxygene présent dans I’atmosphere
est produit par des micro-organismes (source : « Microbeworld » ;
www.microbeworld.org). Une faible proportion de ces microbes
est responsable de manifestations spectaculaires redoutées par les
hommes : les maladies infectieuses. Depuis 1’origine des temps,
les hommes sont en effet la cible de maladies infectieuses
(Armelagos 1998). Certaines études archéologiques ont permis
’identification de traces d’infections dans des ossements vieux de
millions d’années et d’autres suggerent que le pharaon Ramses V
serait mort de la variole il y a 3000 ans. Athenes, la capitale de la
Grece, fut décimée par une épidémie de typhus en 331 av.J.-C. De
nombreuses autres maladies « célebres » causées par des
microbes, telles la peste, le choléra et la lepre, ont ravagé la
population mondiale au cours des siecles. De nos jours encore, des
fléaux infectieux tels le paludisme et le SIDA sont responsables de
la mort de plusieurs millions de personnes chaque année. C’est
pourquoi les hommes ont toujours cherché a se protéger et/ou se

guérir de ces infections.
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Au cours des siecles, ils ont découvert des remedes de maniere fortuite ou empirique.
Dans I’ Antiquité, I’encens et la myrrhe, sécrétés par des arbres du Moyen-Orient, étaient
utilisées pour panser les plaies et entraient dans la préparation des produits utilisés pour
I’embaumement (Pelt 2001). Les guerriers grecs se soignaient de leurs blessures grace a
des moisissures qu’ils grattaient sur les murs. Hippocrate (460-377 av. J.-C.) a sauvé les
principales villes grecques de la peste en allumant de grands feux dégageant des composés
aromatiques. En I’an 1000, les Chinois s’imunisaient contre la variole en inhalant des
poudres provenant des croutes séchées que cette infection provoque. En cas d’infections
cutanées, ils appliquaient des graines de soja moisies sur les Iésions. Toutes ces traditions
perpétuées a travers les générations constituent les origines des traitements anti-infectieux

actuels.

Une importante contribution occidentale a la connaissance et a la prévention des
maladies infectieuses a été apportée par les savants des XVIII® et XIX® siecles. Leurs
recherches ont été les premieres a établir le lien entre un type de maladie et un agent
pathogene déterminé, un des principes de base de la médecine actuelle. Ainsi, en 1796, le
médecin britannique Edward Jenner effectua la premiere vaccination contre la variole a
partir de souches virales atténuées. Robert Koch fut en 1873 le premier a identifier le
bacille responsable de la tuberculose. Dans les années 1880, Louis Pasteur découvrit le
staphylocoque, responsable de furonculoses séveres, puis réussit a stimuler 1’imunisation
contre certaines maladies (choléra, rage) par des inocculation d’agents pathogenes
atténués. Les avancées foudroyantes de la recherche scientifique au XX° siecle ont permis

la premiere éradication planétaire par vaccination d’une maladie, la variole.

B.Les antibiotiques : une découverte scientifique majeure du XX°
siecle

A T’aube du XX° siecle, suite a la mise en évidence des relations existant entre une
maladie infectieuse et un agent pathogene précis, naquit le concept de « chimiothérapie
antibactérienne » (source : « Biologie et Recherche » ; www.123bio.net). Des substances
chimiques spécifiques isolées, correctement administrées, sont capables de détruire les
organismes infectieux tout en laissant I’hote infecté intact, conduisant ainsi a sa guérison.
Ce concept constitue aujourd’hui encore le guide principal dans la recherche d’agents anti-
infectieux actifs contre les bactéries, contre les virus ou contre les prions

(source : « Antimicrobial chemotherapy » ; www.bmb.leeds.ac.uk).
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Déja en 1889, Jean-Antoine Villemin avait proposé le terme « antibiote » pour désigner
tout « principe actif d'un organisme vivant qui détruit la vie des autres pour protéger sa
propre vie » (source : « Cours de bactériologie générale » ; www.microbes-edu.org). En
1908, le Prix Nobel de médecine fut attribué a Paul Ehrlich pour sa mise au point du
« salvarsan », composé contenant de 1’arsenic qui tue les spirochetes responsables de la
syphilis. Vingt ans plus tard, Sir Alexander Fleming remarqua qu’une moisissure de type

Penicillium était capable d’inhiber la croissance des

staphylocoques. A la fin des années 1930, Domagk pémieifl-l’-ine -'

i

et Tréfouél démontrerent 1’action d’un sulfamide sur
certaines souches de streptocoques. Pendant la
Seconde guerre mondiale, les chercheurs Ernst Boris

Chain et Sir Howard Walter Florey poursuivirent les

travaux de Fleming et isolérent la « pénicilline » puis

. N .. . Figure 1.1 : Timbre de
déterminerent sa formule chimique. Les premiers e e B [ G e
de la pénicilline.

(La Poste — 24/09/2001 © COSMOS / SPL /
DEEP LIGHT PRODUCTION / J. BURGESS)

médicaments a base de pénicilline furent fabriqués
industriellement aux Etats-Unis des 1942 et
permirent de sauver plusieurs millions de vies humaines (Figure 1.1). Ce fut la porte
ouverte a la recherche de principes actifs chez d’autres organismes (moisissures de fruits,
bactéries filamenteuses vivant dans le sol, ...) permettant d’enrayer 1’essentiel des
infections bactériennes connues. En 1941, le terme « antibiotique » fut proposé par Selman
Waksman pour désigner « toute substance chimique produite par un micro-organisme
capable d'inhiber le développement et de détruire d'autres micro-organismes en solution
diluée » (Denis, ef al. 2001). Au cours des décennies suivantes, I’arsenal anti-bactérien n’a
cessé de s’enrichir de nouveaux antibiotiques. La streptomycine fut isolée a partir de
Streptomyces griseus (1943), le chloramphénicol a partir de Streptomyces venezualaela
(1947), la chlortétracycline a partir de Streptomyces aureofaciens (1948), I’érythromycine
a partir de Streptomyces erythreus (1952), etc. Depuis les années 1950-60, de multiples
dérivés semi-synthétiques d’antibiotiques naturels (par exemple la fluoroquinolone),
rendus plus actifs par ajout de divers substituants, et des antibiotiques entierement
synthétiques (par exemple 1’azithromycine) sont commercialisés par les entreprises
pharmaceutiques. Ils s’agit toutefois uniquement de molécules appartenant a des classes
d’antibiotiques déja connues. En effet, au cours des trente dernieres années, les
connaissances scientifiques n’ont permis la découverte que d’une seule nouvelle famille

d’antibiotiques non-naturels, celle des oxazolidinones (Slee, et al. 1987 ; Swaney, et al.
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1998). Aujourd’hui, les traitements anti-bactériens a base d’antibiotiques, appelés
« antibiothérapies », sont largement prescrits. En 1997, la commercialisation des
antibiotiques représentait un marché mondial de 16 milliards d’euros (Carbon et Bax
1998). En France, pres de 60 millions de prescriptions de traitements antibiotiques sont
délivrées en ville chaque année (source : « Economie de la santé » ; www.medcost.fr). En
provoquant une importante diminution du taux de mortalité, la découverte des antibiotiques

a profondément bouleversé la médecine moderne.
C. Classification générale des antibiotiques

Afin de faciliter leur application thérapeutique, les antibiotiques ont été classés en
différentes familles, subdivisées en groupes et sous-groupes. Les criteres de classification
sont (i) le mode d’action, (ii) I’origine, (iii) la nature chimique, (iv) la modalité d’action et
(v) le spectre d’action. Ainsi, a une parenté structurale s'affilie un mode d'action semblable
ainsi qu'une modalité d'action et un spectre d'action particuliers. Les cibles bactériennes
principales sont la paroi, la membrane plasmique, I’appareil de synthese des acides
nucléiques, certaines enzymes impliquées dans le métabolisme (Tableau 1.1). L’appareil
de synthese des protéines constitue a lui seul la cible d’environ la moitié des antibiotiques
connus (Tableau 1.2) (sources : « Cours de bactériologie générale » ; www.microbes-
edu.org/« Pharmacologie » ; www-sante.ujf-grenoble.fr/« Biologie et Recherche » ;
www.123bio.net). Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a la famille des

aminoglycosides, antibiotiques qui interferent avec la synthese des protéines.
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Tableau 1.1 : Les différentes classes d‘antibiotiques autres que ceux interférant avec la
synthése des protéines.

Mode
d’action

Classe
d’antibio-
tiques

Exemple

Origine

Nature chimique

Modalité
d’action

Spectre
d’action

Attaque de | P-lactamine | Pénicilline G | Penicillium - ﬂ\ i Inhibition des | Gram +
la paroi notatum i S transpeptidases
ng
Glycopeptide | Vancomycine [Streptomyces| Sucres et acides aminés fixés surun | Blocage dela | Gram +
orientalis heptapeptide comportant 5 cycles synthese du
aromatiques peptidoglycane
Attaque de | Polymixine |Polymixine B | Bacillus Polypeptide de 10 acides aminés | Interaction avec | Gram -
la polymyxa les
membrane phospholipides
plasmique membranaires et
complexation
aux endotoxines
Attaque de | Rifamycine Rifampicine |Streptomyces "o /L\ ’J\\,,/\ Inhibition de | Gram +/
la synthese nocardia o I\ T \ I’ARN Gram -
des acides mediterranei| ¢ l e o P polymérase-ADN|
nucléiques ”‘k[’ RN NN dépendante
A
~ LT
N
Quinolone Acide nali- | Synthese jl i Blocage dela | Gram -
dixique chimique I”"\‘ g \J'""' réplication de
e W N I’ADN par
J inhibition de
’ I’ADN gyrase
Attaque du |  Sulfamide Sulfadiazine | Synthese . @ e Inhibition de la | Gram +/
métabolisme; chimique ) ' dihydrofolate Gram -
de I’acide synthétase
folique
Diaminopyridine(Triméthoprime| Synthese Inhibition de la | Gram +/
chimique dihydrofolate Gram -
réductase
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Tableau 1.2 : Les différentes classes d‘antibiotiques interférant avec la synthése des protéines.

Classe Exemple Origine Nature chimique Modalité Spectre
d’antibiotique d’action d’action
Aminoglycoside Néomycine Streptomyces e Induction d’erreurs Gram + /

fradiae Nrtgr dans la traduction par Gram -

fixation au site A dans

HO-
[ e d d i la sous-unité 30S
o o \
\LO\QH;V . oH
OoH
Ho OH

Tétracycline Chlortétracycline Streptomyces Inhibition de la Gram + /
fixation de I’ARN de Gram -

. [+ - N’/
aureofaciens e

AT \I/ b | - transfert aminoacylé a
. .

Ny | Lo la sous-unité 30S

\]/ =,

OH o \fl‘\r o

o

Oxazolidinone Linezolid Synthese Inhibition de Gram +
chimique any )J\ o I’association des sous-
unités 30S et 50S
Macrolide Erythromycine Streptomyces Induction d’erreurs Gram +
erythreus dans la traduction par
fixation au site P dans
la sous-unité 50S
Phénicolé Chloramphénicol Streptomyces Inhibition de I’activité | Gram +/
Venezualae peptidyl-transférase Gram -
par laison a la sous-
unité 50S
Lincosamide Lyncomycine Streptomyces Induction d’erreurs Gram +
lincolnensis dans la traduction par
fixation au site P dans
la sous-unité 50S
Synergistine Streptogramine A Streptomyces Action synergique au Gram + /

niveau de la sous- Gram -
unité 50S : inhibition
de la fixation de
I’ARN de transfert au
ribosome et inhibition
de la traduction de
o I’ARN messager

graminofaciens

Streptogramine B #

o

WH

H

r\
o o
i

/1T o
9 Acide

4-oxopipecolique| N——

Acide fusidique | Acide fusidique Fusidium L Fixation au facteur [ Gram +
coccineum d'élongation de la
traduction EF-G,
empéchant la
fixation de I’ARN
de transfert
aminoacylé
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II. Les aminoglycosides : généralités

A. Classification des aminoglycosides

Les aminoglycosides sont des bases faibles, cationiques a pH physiologique (Botto et
Coxon 1983 ; Kaul et Pilch 2002), et solubles dans I’eau. Ils contiennent un cycle a 6
atomes de carbone de type aminocyclitol relié par des liaisons glycosidiques a un ou
plusieurs dérivés de sucres. Cet aminocyclitol peut étre un cycle streptidine, actinamine ou
fortamine, mais le plus souvent il s’agit d’un cycle 2-désoxystreptamine (2-DOS) (Kondo
et Hotta 1999 ; Ritter et Wong 2001) (Figure 1.2). Les aminoglycosides sont ainsi classés
en deux sous-familles : celle des composés contenant un cycle 2-DOS (Tableau 1.3), et
celle des composés n’en contenant pas
(Tableau 1.4) (Wright, ef al. 1998). Au sein de

s (3 la premiere sous-famille, les aminoglycosides

sont classés en fonction du mode de

OH OH
2-Désoxystreptamine Actinamine substitution du cycle 2-DOS (Price et Godfrey

1974). Le cycle 2-DOS peut é&tre
fonctionnalisé a différentes positions :
* en position 4 (apramycine),

* en position 5 (hygromycine B),

i ”H\ * en positions 4 et 5 (groupe 4,5-2-DOS :
Seninine Fortdpe néomycine, paromomycine),
Figure 1.2 : Différents types de * en positions 4 et 6 (groupe 4,6-2-DOS :
diaminocyclitols rencontrés dans les ) ]
aminoglycosides. kanamycine, tobramycine).

Le sous-groupe des aminoglycosides 4,6-2-DOS se subdivise lui-méme en deux
groupes : celui de la kanamycine produit par des souches de type Streptomyces, et celui de
la gentamicine produit par des souches de type Micromonospora (a noter : la différence

d’orthographe entre les suffixes « -mycine » et « -micine ») (Tableau 1.3).

Au sein d’un méme sous-groupe, les aminoglycosides se distinguent par le nombre et la
position des groupements hydroxyles, ammonium et méthyles (Rinehart 1969). Au cours
de ce travail, nous nous sommes intéressés aux aminoglycosides appartenant aux sous-

groupes 4,5-2-DOS et 4,6-2-DOS. En plus de posséder le cycle 2-DOS en commun
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Chapitre 1 Introduction

(cycle 1), ces aminoglycosides ont aussi le cycle I en commun, avec quelques différences
dans le nombre et la nature des groupements fonctionnels. Les cycles I et II constituent la
partie néamine (Tableau 1.3). La néamine est elle-méme un antibiotique, mais de plus
faible affinité pour le site A et de moindre efficacité (Alper, et al. 1998 ; Hyun Ryu, et al.
2002).
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Tableau 1.3 : Aminoglycosides contenant le cycle 2-DOS.
Le cycle 2-DOS est coloré en bleu. La partie néamine est encadrée par des pointillés.

Exemple Origine Nature chimique
4- Apramycine Streptomyces tenebrarius
5- Hygromycine B Streptomyces
hygroscopicus
4.5- Néomycine Streptomyces fradiae
Ribostamycine
. S (néamine+cycle Il)
Paromomycine Streptomyces rimosus Néomyeine (R=NH3*) : HoB NHg+
Paromomycine (R=0H)} 5
N Ho I -0 QI n
v +H3N
an
HO o, T T
IV NHz+ OH
4.,6- Kanamycine Streptomyces
kanamyceticus
Tobramycine Streptomyces tenebrarius
Kanamycine A
(R1=0H; R,=0H)
Kanamycine B
(R1=NHs*; R;=0H)
Tobramycine
(R1=NH3*; Ro=H)
Gentamicine Cla | Micromonospora purpurea
Généticine Micromonospora
rhodorangea
Gentamicine C1a
(R1=H; Ry=H;
Ry=H: R,=NHs*)
Généticine
(R,;=OH: R,=OH;
Ry=CHz; R,=OH)
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Tableau 1.4 : Aminoglycosides ne contenant pas le cycle 2-DOS.
Le code utilisé pour colorer les diaminocyclitols est celui de la Figure 1.2.

Diaminocyclitol ~ Substitution Exemple Origine Nature chimique
_ glycosidique
Streptidine 4- Streptomycine Streptomyces griseus NH
H?N_ﬁ OH  NH
NH
NH;
NH
HO
OH O,
OH
0 0
[}
OH OH
HO HN OH
Actinamine 4.5- Spectinomycine Streptomyces
spectabilis

E

o]

0o OH
Fortamine 6- Fortimicine A Micromonospora

olivoasterospora

B. Caractéristiques

1) Spectre d’action

Les aminoglycosides présentent 1’avantage d’étre des antibiotiques a large spectre,
efficaces aussi bien contre des bactéries Gram+ que Gram-. Ils sont doués de propriétés
bactéricides : ils provoquent la mort des bactéries au lieu d’uniquement bloquer leur
croissance. Cependant, du fait de leur toxicité et de certains mécanismes de résistance (voir
§C.), ils sont essentiellement utilisés en médecine hospitaliere dans le cas de graves
infections dues a Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Certains

aminoglycosides, telles la paromomycine et la généticine, ont une activité anti-parasitique
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(Wagman, et al. 1974 ; Waitz, et al. 1974), ce qui justifie leur emploi actuel contre certains

parasites se développant chez des patients atteints du SIDA (Griffiths, et al. 1998).

2) Le site A comme cible cellulaire

Les aminoglycosides ont pour cible cellulaire principale la sous-unité 30S du ribosome
bactérien (Cox, et al. 1964 ; Davies 1964 ; Gale, et al. 1981 ; Wright, et al. 1998).
Différents sites de fixation ont été identifiés par cartographie aux sondes chimiques, selon
le sous-groupe auquel appartient I’aminoglycoside (Moazed et Noller 1987 ; Woodcock, et
al. 1991). Ces sites de fixation sont toujours hautement conservés dans la phylogénie des
bactéries (Moazed et Noller 1987). Les antibiotiques appartenant aux sous-groupes de
I’apramycine, de I’hygromycine B, de la kanamycine et de la néomycine se fixent au site
de décodage de I’ARN de transfert aminoacylé (site A) au niveau de I'ARN ribosomique
16S (Moazed et Noller 1987 ; Woodcock, ef al. 1991) (Figure 1.3). La streptomycine
interagit en partie avec le site A (Moazed et Noller 1987 ; Spickler, et al. 1997) et avec la
protéine S12 (Gale, et al. 1981). Son mécanisme d’action est cependant différent de celui

des autres aminoglycosides (Davis 1987 ; Gale, et al. 1981).

3) Mode d‘action

Les aminoglycosides sont responsables de plusieurs dysfonctionnements irréversibles
liés a leur fixation au site A, qui s’enchainent pour conduire a la mort de la bactérie
(Mingeot-Leclercq, et al. 1999 ; Wright, et al. 1998). Un petit nombre d’aminoglycosides
(sous forme cationique au pH physiologique) traverse passivement la paroi des bactéries et
se lie par interactions électrostatiques aux lipides de la membrane plasmique des bactéries.
Ces aminoglycosides traversent ensuite la membrane plasmique par un mécanisme
dépendant de 1’énergie fournie par le potentiel transmembranaire, et qui impliquerait une
protéine-transporteur (Wright, er al. 1998). Au sein de la bactérie, la spécificité des
aminoglycosides pour le site A représente la clé de leur action antibiotique. Des études
cinétiques (Pape, et al. 2000 ; Rodnina et Wintermeyer 2001) et cristallographiques
(Carter, et al. 2000 ; Ogle, et al. 2001) ont montré que les aminoglycosides se liant au
site A stabilisent une conformation locale particuliere de la sous-unité 30S. Cette
stabilisation fausse le mécanisme de lecture de ’ARNm a traduire (mécanisme de
décodage), favorisant ainsi 1’incorporation d’acides aminés erronés dans les protéines en
cours de synthese (Davies et Davis 1968 ; Davies, et al. 1965). Par conséquent, la fixation

d’un aminoglycoside au site A provoque une accumulation de protéines incorrectement
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traduites dans la bactérie (Davis 1987). Certaines de ces protéines vont endommager la

membrane plasmique : elles sont incorporées a cette membrane et forment des pores qui

favorisent une entrée non-contrdlée et irréversible d’ions et d’aminoglycosides dans la

bactérie (Davis 1987 ; Davis, et al. 1986). Rapidement, les compositions ioniques intra-

cellulaires sont perturbées et I’augmentation du nombre de molécules d’aminoglycosides

dans la cellule provoque I’inhibition de tous les ribosomes, empéchant la poursuite de toute

synthese de protéines, ce qui conduit a la mort de 1’agent infectieux.
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Figure 1.3 : Localisation du site A au sein de la structure secondaire de I'’ARN

16S d’Escherichia coli.
« Comparative RNA Web Site » :

(D'aprés le diagramme disponible sur le

www.rna.icmb.utexas.edu). Les bases protégées en présence des aminoglycosides sont indiquées
en bleu (d’aprés Moazed et Noller, 1987 ; Woodcock et al, 1991). Les pourcentages de
covariations associant chaque paire de bases aux deux adénines 1492 et 1493 sont indiqués de
part et d'autre du cadre rouge. Ils ont été calculés a I'aide du programme COSEQ (Massire 1998)
a partir de l'alignement de séquences procaryotes de I’ARN 16S disponibles sur le serveur du

« Ribosomal Database Project II » : rdp.cme.msu.edu).
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C. Les traitements aux aminoglycosides : le revers de la médaille

1) Effets secondaires toxiques

D’importants phénomenes de toxicité liés a 1’usage des aminoglycosides ont été
identifiés au niveau du rein (nephrotoxicité) et de I’oreille (ototoxicité) (Forge et Schacht
2000). Des toxicités au niveau de 1’ceil (Campochiaro et Conway 1991) et des effets
bloquants de I’activité neuromusculaire diis 2 une compétition avec les ions calcium ont
aussi été observés, mais avec une moindre fréquence (source : « Aminoglycosides, a
practical review » ; www.aafp.org) (Forge et Schacht 2000). L’origine précise de ces
toxicités est controversée et résulte sans doute de la combinaison de plusieurs mécanismes
selon le type de cellules endommagées, la nature de I’aminoglycoside (en particulier son

nombre de charges positives), sa concentration, etc.

(a) Nephrotoxicité

Environ 5% de la dose d’aminoglycoside administrée subsiste au niveau de la bordure
en brosse des cellules tubulaires proximales (Mingeot-Leclercq et Tulkens 1999). Ce
pourcentage est suffisant pour permettre aux aminoglycosides de se lier aux
phospholipides acides des membranes des cellules épithéliales avant d’étre internalisés par
endocytose puis accumulés dans des lysosomes (Begg et Barclay 1995). Ainsi exposés a
des pH proches de 5,0, permettant une protonation de toutes leurs fonctions amines, les
aminoglycosides se lient par interactions électrostatiques avec les phospholipides acides de

la membrane plasmique (Chung, et

5' 5'
I ot al. 1985). Ils forment des agrégats et
1405 @ w—m C 1405(1489)G == C
U « Ussos U « Unaosisen : : ’ Tvitd :
c—a R Site A G R inhibent [’activité de certaines
G A e A A phospholipases, ce qui perturbe
cC.A c-.C
14100 = Ao ra101430G « Avasonisss) I’intégrité de la membrane (Mingeot-
bt o
5 5 Leclercq et Tulkens 1999). Cette
ARN 183 ARN 123 toxicité se manifeste par des signes
cytoplasmique mitochondrial
(Homo sapiens) (Homo sapiens)

d'altération des lysosomes dans

Figure 1.4 : S_équences_ des sites A cytoplasmique et |’yrine et par I’excrétion d'enzymes
mitochondrial chez I'homme.

Les nucléotides différents du site A de E. coli sont contourés. La des membranes cellulaires et de

numérotation indiquée correspond a celle du site A d’E. coli (la . o ) )

numérotation propre & ’ARN 12S mitochondrial est indiquée entre  protéines ordinairement réabsorbées

parenthéses).
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par les tubules rénaux. D’autres mécanismes impliquent la formation de radicaux libres par
des complexes entre des aminoglycosides du type 4,6-2-DOS et des ions métalliques (Ali
1995 ; Forge et Schacht 2000 ; Jezowska-Bojczuk, et al. 1998 ; Priuska, et al. 1998). La
liaison au site A des ribosomes cytoplasmiques (Bar-Nun, et al. 1983 ; Lynch et Puglisi
2001a) et des ribosomes des organelles (microsomes et mitochondries) (Ali 1995 ; Kurtz

1974) (Figure 1.4) a aussi été identifiée comme source de toxicité. Les moyens qui

o7

permettent de diminuer les effets nephrotoxiques des aminoglycosides consistent
administrer les aminoglycosides en une seule dose quotidienne au lieu de trois, et a
modifier chimiquement les aminoglycosides de maniere a défavoriser leur interaction avec

les phospholipides (Mingeot-Leclercq et Tulkens 1999 ; Mingeot-Leclercq, et al. 1991).

(b) Ototoxicité

La toxicité au niveau de l’oreille induite par les aminoglycosides vient de leur
pénétration dans les liquides et le tissu de l'oreille interne, au niveau vestibulaire et
cochléaire, selon des mécanismes d’assimilation similaires a ceux observés au niveau du
rein (source : « Pharmacologie spéciale-Aminoglycosides » ; www. antiinfectieux.org)
(Begg et Barclay 1995). Comme pour la nephrotoxicité, plusieurs mécanismes semblent
étre responsables de 1’ototoxicité. L'accumulation des aminoglycosides dans les cellules
ciliées de la cochlée est responsable du développement d'une toxicité spécifique qui
conduit a une dégénérescence de ces cellules (Begg et Barclay 1995). Les aminoglycosides
se lient aux phosphoinositides sur la face interne de la membrane plasmique et interferent
avec une cascade de régulations métaboliques (Forge et Schacht 2000). Comme dans le cas
des nephrotoxicités, la formation de radicaux libres a aussi été évoquée comme source de
toxicité au niveau de 1’oreille (Forge et Schacht 2000 ; Hirose, et al. 1997 ; Takumida et
Anniko 2001 ; Wu, et al. 2002). Des examens cliniques ont révélé la présence d’une
mutation ponctuelle (A1555G) au niveau du site A de I’ARNr 12S mitochondrial qui
engendre une hypersensibilité aux aminoglycosides (Hutchin et Cortopassi 1994 ; Hutchin,
et al. 1993). L augmentation de 1’affinité des aminoglycosides pour ce site A mutant
(Hamasaki et Rando 1997) provoquerait une syntheése erronée de protéines mitochondriales
impliquées (Hutchin et Cortopassi 1994) ou non (Giordano, et al. 2002) dans la chaine
respiratoire. D’autres mutations de I’ARNr 12S mitochondrial sembleraient engendrer une

ototoxicité similaire (Yoshida, et al. 2001).
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La toxicité se manifeste au niveau vestibulaire par des nausées et des vertiges, et au
niveau cochléaire par des bourdonnements d'oreille et des pertes auditives conduisant
progressivement vers une surdité qui peut étre complete. Comme I’ototoxicité touche un
tissu nerveux, contrairement a la toxicité rénale, elle est irréversible. Afin de prévenir les
risques d’apparition d’ototoxicité lors d’une administration d’aminoglycosides, il est ainsi
recommandé de vérifier que le patient ne porte pas certaines mutations au niveau de
I’ARNr 12S mitochondrial (Hutchin et Cortopassi 1994) et d’effectuer en parallele une
thérapie anti-oxydante (Forge et Schacht 2000 ; Wu, et al. 2002).

2) Phénomeénes de résistance

L’utilisation massive des antibiotiques en médecine (Neu 1992) et comme facteurs de
croissance dans 1’alimentation animale (Lipsitch, et al. 2002 ; Smith, et al. 2002) sont les
causes principales de 1’apparition et de la multiplication de souches bactériennes
résistantes, un phénomene initialement décrit par Sir A. Fleming et ses collaborateurs des
1945 (Gale, et al. 1981). Plus d’un million des hospitalisations annuelles aux Etats-Unis
sont dues a des infections provoquées par des bactéries résistantes (Mobashery et Azucena
Jr. 1999). Toutes les classes d’antibiotiques sont concernées (Neu 1992) et en juin 2002 a
été isolée la premiere bactérie résistante a tous les antibiotiques connus a ce jour (Sievert,
et al. 2002). La compréhension de ces mécanismes est aujourd’hui une priorité afin
d’éviter un basculement vers une situation médicale similaire a celle de la période

antérieure a la découverte des antibiotiques.

(a) Mécanismes de résistance aux aminoglycosides

Les types de mécanismes de résistance aux antibiotiques sont peu nombreux (Walsh
2000). Trois stratégies de résistance aux aminoglycosides sont principalement employées

par les bactéries (Davies et Wright 1997 ; Mobashery et Azucena Jr. 1999).

* Réduction de I'assimilation intracellulaire

La réduction de 1’entrée d’aminoglycosides dans la bactérie s’établit par des
phénomenes réversibles de résistance adaptive des les premiers contacts entre les bactéries
et les aminoglycosides (Barclay et Begg 2001). Une exposition progressive a des
concentrations de plus en plus élevées en aminoglycosides révele une capacité des
bactéries a s’adapter et a croitre en présence de quantités importantes d’antibiotiques

(Joynson, et al. 2002). Ces mécanismes visent indifféremment tous les aminoglycosides
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(Mingeot-Leclercq, et al. 1999). Ils semblent impliquer un ralentissement de croissance des
souches bactériennes (Joynson, ef al. 2002) et une diminution de la perméabilité de la
membrane cytoplasmique par des modifications au niveau des protéines
transmembranaires qui défavorisent le passage de petites molécules chargées a travers la
membrane (Mingeot-Leclercq, et al. 1999 ; Mobashery et Azucena Jr. 1999). Des pompes
énergétiques réalisant un efflux des aminoglycosides hors de la cellule ont aussi été

identifiées (Magnet, et al. 2001 ; Mingeot-Leclercq, et al. 1999 ; Moore, et al. 1999).

* Camouflage du site A

Le fonctionnement biologique particulier des bactéries leur permet d’évoluer
rapidement et de développer des parades pour contrer les attaques extérieures (Mobashery
et Azucena Jr. 1999). Dans des conditions de croissance favorables, environ 10°-10°
mutations apparaissent dans 1 ml de milieu de culture bactérienne. L’aminoglycoside n’est
pas lui-méme mutageéne, mais il donne 1’opportunité a la bactérie de sélectionner les rares
mutants résistants au sein de la population sensible. En conséquence, si la mutation est
bénéfique pour la bactérie, elle va rapidement se propager et, en une nuit, I’ensemble de la
population sera porteuse de la mutation (source : site suédois du Ministére de I’agriculture,
de I’alimentation et de la péche ; www .jordbruk.regeringen.se) (Mobashery et Azucena Jr.
1999). C’est pourquoi certaines souches de bactéries résistantes possedent des mutations
d’origine génétique au niveau du site A de I’ARNr 16S. 11 suffit d’'une seule mutation pour
empécher I’interaction de 1’aminoglycoside avec I’ARN et de la sorte éliminer son
efficacité (Bottger, et al. 2001 ; Prammananan, et al. 1998 ; Taniguchi, ef al. 1997). Une
autre stratégie de camouflage du site A est d’origine enzymatique. Certaines méthylases
ajoutent un groupement méthyle a une position particuliere du site A (Beauclerk et
Cundliffe 1987 ; Bujnicki et Rychlewski 2001), provoquant une résistance similaire a celle

observée dans le cas des mutations (Wright, ef al. 1998).

* Inactivation de I'aminoglycoside par modification enzymatique

La source la plus répandue de résistance aux aminoglycosides est la présence, dans les
milieux intra- et extra-cellulaires, d’enzymes qui inactivent les antibiotiques par fixation
covalente de groupements chimiques sur certains groupements fonctionnels (Azucena et
Mobashery 2001 ; Davies 1994 ; Mobashery et Azucena Jr. 1999 ; Neu 1992). Il existe

trois types d’enzymes, classés selon la modification chimique réalisée (Shaw, et al. 1993) :
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* les aminoglycoside-nucléotidyltransférases (ANT) catalysent le transfert d’un
nucléotide triphosphate sur une fonction hydroxyle,

* les aminoglycoside-acétyltransférases (AAC) catalysent le transfert du
groupement acétyl de 1’acétyl-coenzyme A sur une fonction amine ou
hydroxyle,

* les aminoglycoside-phosphotransférases (APH) catalysent le transfert du
groupement phosphoryl d’une molécule d’ATP sur une fonction hydroxyle
(Figure 1.5).

ANT(4")
a) ‘ ANT(2") AAC(1) b) AAC(1)
OH
i

N+ ' AAC(3) 1 AAC(3)
3" NHz+
OH 1
g .

2 NH3+ AAC(6')

HO, 3

HO O I NHg+
. 6
"o

> \4_on
’ 2 o “ANTM'} o

AAC(2) HO

v

AAC(2)

Figure 1.5 : Sites principaux de modifications enzymatiques des aminoglycosides appartenant
aux sous-groupes des 4,6-2-DOS (exemple de la kanamycine B) (a) et des 4,5-2-DOS (exemple
de la néomycine) (b).

Les enzymes sont indiquées par leur abréviation suivie du numéro de la position modifiée entre parenthéses.

Chaque famille d’enzymes comprend plusieurs isoformes qui différent par la nature de
I’aminoglycoside et de la position modifiés (Shaw, et al. 1993). Parmi la cinquantaine
d’enzymes répertoriées a ce jour, diverses caractéristiques sont rencontrées : certaines
enzymes acceptent plusieurs substrats (Azucena et Mobashery 2001 ; Benveniste et Davies
1971 ; Fong et Berghuis 2002), certaines sont spécifiques des aminoglycosides portant un
groupement amine en position 6’ du cycle I (Zhu, et al. 1999), et d’autres transférent des
groupements chimiques sur plusieurs positions a la fois (Daigle, et al. 1999 ; Shaw, et al.
1993). Ces modifications structurales ont toutes pour conséquence d’encombrer
I’aminoglycoside de telle sorte qu’il ne puisse plus interagir avec le site A (Davies et
Wright 1997 ; Kotra, et al. 2000) (Figure 1.5). Ce mécanisme de résistance est redoutable
puisque les genes codant pour ces enzymes, généralement présents sur des transposons et
des plasmides, sont facilement et rapidement diffusés a travers toute la population

bactérienne par transfert horizontal (Davies et Wright 1997 ; Rather 1998 ; Walsh 2000).
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(b) Stratégies pour freiner les mécanismes de résistance

Des efforts pour diminuer les prescriptions inadaptées d’antibiotiques (Gould 1999 ;
Perz, et al. 2002) et pour élaborer des traitements a base de combinaisons particulieres
d’antibiotiques (Ida, et al. 2002 ; Walsh 2000) représentent les premiers moyens de se
prémunir contre 1’ascension fulgurante des phénomenes de résistance. D’autre part,
I’exemple de la Suede, qui a éliminé les antibiotiques de 1’alimentation animale des 1986,
montre que des souches bactériennes redeviennent sensibles aux traitements antibiotiques
lorsqu’elles ne sont plus exposées a ces antibiotiques pendant plusieurs générations

(source : site suédois du Ministere de l’agriculture, de I’alimentation et de la péche ;

www jordbruk.regeringen.se).

De nombreux geénes codant pour les enzymes de résistance aux aminoglycosides sont
naturellement présents chez les organismes de type Streptomyces et Micromonospora qui
produisent des aminoglycosides (Davies 1994 ; Rather 1998). C’est pourquoi, les transferts
de ces genes vers d’autres micro-organismes, tels les bactéries, sont toujours possibles,
méme au sein d’une population d’individus sensibles. En conséquence, des stratégies
visant a interférer avec ces enzymes ont été€ mises au point. La plupart des dérivés semi- ou
entierement synthétiques des aminoglycosides ont é€té concus a partir des années 1970 afin
d’étre de mauvais substrats des enzymes de modification (Azucena et Mobashery 2001 ;
Kondo et Hotta 1999 ; Mingeot-Leclercq, et al. 1999). L’amikacine (Kawaguchi, et al.
1972) et I’arbekacine (Kondo, et al. 1973), des aminoglycosides dérivés de kanamycines
possédant une chaine 4-amino-2-hydroxybutirique en position 1, sont encore utilisés en
médecine de nos jours (Kondo et Hotta 1999 ; Price 1986 ; Ritter et Wong 2001) (Figure
1.6). En 1999 a été synthétisé un aminoglycoside portant une fonction 3’-oxo, substrat
d’une enzyme APH(3’) mais capable de s’auto-regénérer suite a sa phosphorylation par
cette enzyme (Haddad, et al. 1999) (Figure 1.6). En 2000, des dimeres d’aminoglycosides
résistants a une enzyme bifonctionnelle APH(3’)-AAC(6’) ont été synthétisés (Sucheck, et

al. 2000) (Figure 1.6).

Les avancées de la biologie moléculaire et de I’automatisation de la syntheése chimique
(Wijkmans et Beckett 2002) ont permis la recherche par chimie combinatoire de nouveaux
dérivés d’aminoglycosides basés sur le cycle 2-DOS et sur la néamine (Greenberg, et al.
1999 ; Marcaurelle et Seeberger 2002 ; Sucheck et Shue 2001). Des entreprises

pharmaceutiques ont lancé plusieurs programmes de recherche de nouveaux agents anti-
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infectieux plus efficaces et moins sujets aux mécanismes de résistances (Boddeker, et al.
2002 ; Biirli, et al. 2002 ; Desnottes 1998 ; Letavic, et al. 2002 ; Sciotti, et al. 2002). A la
fin de I’année 2000, 19 nouveaux antibiotiques étaient en développement dans plusieurs
entreprises (Coates, et al. 2002 ; Fisher-Wilson 2002). Enfin, dans la recherche de
nouveaux types d’agents anti-infectieux, des voies autres que celles de 1’antibiothérapie
(utilisation de peptides antimicrobiens provenant d’insectes, de bactériophages,

vaccinations, ...) sont aussi explorées (Schuch, et al. 2002 ; Tan, et al. 2000).

+HsN +HaN

~llIOH —anlliQOH
: N :
[! : G | :
NHz+ NHa+
o ; | e ) s NHg+
Amikacine . Arbekacine | I ;
(Kawaguchi, et al. o] i (Kondo, et al. 1973) ; o :
1972) b 4N OH b HHGN :
: OH : '

3-Oxo-kanamycine A
(Haddad, et al. 1999)

o) I NH3+ i

OH |

. NH3+ Diméres de néamine :
(Sucheck, et al. 2000) R !

Figure 1.6 : Structures de quelques aminoglycosides de nouvelle génération.
Dans chaque antibiotique, le cycle 2-DOS est coloré en bleu et la partie néamine est encadrée par des pointillés.
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III. Etudes structurales et fonctionnelles de complexes
site A/aminoglycosides

L’étude des interactions entre les antibiotiques et le ribosome est importante a la fois
pour la compréhension des mécanismes d’action des antibiotiques et pour celle du mode de
fonctionnement des ribosomes. Tandis que le mécanisme d’interférence des
aminoglycosides avec la traduction de I’ARNm en protéines a été identifié au niveau du
ribosome des les années 1960 (Davies, et al. 1965) puis caractérisé par microbiologie dans
les années 1970 (Benveniste et Davies 1973 ; Price et Godfrey 1974), il a fallu attendre la
fin des années 1980 pour que le site précis de fixation des aminoglycosides soit identifié
(Moazed et Noller 1987 ; Woodcock, et al. 1991). Différents modeles d’étude du site A ont
été proposés (Miyaguchi, et al. 1996 ; Purohit et Stern 1994 ; Recht, ef al. 1996). A partir
de 1996 sont apparus les premiers résultats d’études structurales, par RMN, de complexes
entre le site A et des aminoglycosides (Fourmy, et al. 1996 ; Yoshizawa, et al. 1998). A
partir de la fin de ’année 2000, les structures cristallographiques de complexes de la
particule ribosomique 30S ont fourni les premieres images de 1’interaction entre
aminoglycosides et le site A dans sa cible naturelle, 2 une résolution de 3.0 A (Carter, et al.
2000 ; Ogle, et al. 2001). Le travail de these présenté dans ce manuscrit a été démarré en
1998, au moment ou la structure du complexe site A/paromomycine résolue par RMN
représentait la seule source d’information structurale concernant le mode d’interaction des

aminoglycosides avec le site A.
A. Caractérisation biochimique

1) Concentrations minimales d’inhibition

Des mesures de concentrations minimales d’inhibition (MIC) ont été effectuées in vitro
a partir de la fin des années 1960 sur les ribosomes sauvages de différents organismes
(Garrod et O'Grady 1968 ; Price et Godfrey 1974) et sur des ribosomes porteurs de
mutations provoquant une résistance aux aminoglycosides (De Stasio, et al. 1989 ;
Prammananan, et al. 1998 ; Recht, et al. 1999 ; Recht et Puglisi 2001). Les résultats de ces
études indiquent des différences entre les aminoglycosides au niveau de leur activité
d’inhibition de la traduction par des ribosomes sauvages (Tableau 1.5) et de leur

susceptibilité a différents mutants (Tableau 1.6). Des relations ont été établies entre la
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Tableau 1.5 : Valeurs des MIC (ug/ml) de différents aminoglycosides pour l'inhibition de ribosomes
sauvages d'Escherichia coli (réf. 1, 2, 4, 5) et de Mycobacterium chelonae (réf. 3) obtenues par
différents laboratoires (Gentamicine C=mélange de gentamicines C1, Cla et C2).

E Apra- Néamine Néomy- Paromo- Kanamy- Tobra- Genta-  Généticine
rence mycine cine mycine cine A mycine micine C

1 - 12,5 8 8 4 1 1 -

2 10 40 5 10 10 2,5 2,5 -

3 - - 32 - 16 4 32 -

4 5 20 5 5 2,5 1,25 1,25 2,5

5 10 - 10 10 5 2.5 5 5

: Garrod et O'Grady (1968) ; Price et Godfrey (1974)
: De Stasio et al. (1989)

: Prammananan et al. (1998)

: Recht et al. (1999)

: Recht et al. (2001)

ubhwnN =

structure des aminoglycosides (nombre de sucres attachés sur le cycle 2-DOS, nombre de

fonctions hydroxyles et amines, ...) et leur activité (Benveniste et Davies 1973).

Comme elles sont effectuées a partir de milieux de culture de cellules bactériennes
mises en présence d’aminoglycosides, les mesures de MIC sont les seules a permettre une
quantification de I’activité inhibitrice propre a chaque aminoglycoside qui reflete la réalité
biologique. Ces analyses permettent aussi de déterminer indirectement 1’influence de

mutations ponctuelles naturelles sur I’activité des aminoglycosides (Sander, et al. 1996).

Tableau 1.6 : Valeurs des MIC (ug/ml) de différents aminoglycosides pour l'inhibition de
ribosomes mutants d’'Escherichia coli (réf. 1, 3, 4) et de Mycobacterium chelonae (réf. 2)
obtenues par différents laboratoires (Gentamicine C=mélange de gentamicines C1, Cla

et C2).
Mutation Apra- Néamine  Néo- Paromo- Kana- Tobra- Genta- Généticine
exprimée mycine mycine mycine mycine A mycine micine C
U1406A* 2.5 - 5 5 640 160 320 640
A1408G’ | >1280 >1280 640 20 1280 160 160 2,5
A1408G? - - >1024 - >1024 >1024 >256 -
C1409U" 20 80 5 10 20 2,5 2,5 -
G1491U" 640 160 160 320 160 40 40 -
G1491C! 320 160 80 320 160 20 20 -

1 : De Stasio et al. (1989)

2 : Prammananan et al. (1998)
3 : Recht et al. (1999)

4 : Recht et al. (2001)

2) Cartographie aux sondes chimiques

Quelques années apres les publications des résultats de cartographies aux sondes
chimiques qui avaient dévoil€ le site de fixation des aminoglycosides contenant un cycle 2-
DOS sur I’ARNr 16S (Moazed et Noller 1987 ; Woodcock, et al. 1991), parurent des
résultats obtenus avec une technique similaire pour un oligoribonucléotide analogue de
I’extrémité 3° de ’ARN 16S ne contenant que 49 nucléotides (sans les modifications des

nucléotides naturels) (Purohit et Stern 1994) (Figure 1.7). Deux ans plus tard, deux groupes

231 -



Chapitre 1 Introduction

publiaient indépendemment le méme ensemble de cartographies, mais pour un
oligoribonucléotide de 27 nucléotides (ASR-27) (Miyaguchi, et al. 1996 ; Recht, et al.
1996) (Figure 1.7). Ces résultats révélaient deux importantes caractéristiques : (i) les
oligoribonucléotides contiennent les nucléotides du site A suffisants pour I’interaction avec
les aminoglycosides, (ii) les aminoglycosides interagissent de la méme manicre avec le site
A au sein du ribosome et dans un contexte d’oligoribonucléotide. Ces particularités ont
permis une étude approfondie (mesures de constantes de dissociation, RMN, calculs
théoriques, ...) du mode d’interaction des aminoglycosides avec le site A incorporé dans

I’oligoribonucléotide ASR-27.

3) Constantes de dissociation

A la fin des années 1990, divers laboratoires ont utilisé différentes techniques pour
mesurer les constantes de dissociation (K},) entre différents aminoglycosides et le site A au

sein du ribosome ou incorporé dans des

@

G—C
€=8 oligoribonucléotides (ASR-27 ou un analogue de
C—G
A—d I’ ARNr 16S contenant 130 nucléotides) :
AT G
g—ﬁ ASR-27 * technique d’empreinte quantitative (Recht, et
A
g-—-¢ al. 1996),
A
g_ u * SPR (Surface Plasmon Resonance) (Alper, et
0T Gree al. 1998 : Wong, et al. 1998)
C—G )
A A Site A * spectrométrie de masse « electrospray »
c—
oef = Lo (Griffey, et al. 1999 ; Sannes-Lowery, et al.
C—G
U G 2000),
uc
e compétition avec un ligand fluorescent
Purohit et S Mi hi et al
“r°(1'tg‘32) e Iya?fsacgfli)e ? (Hyun Ryu, et al. 2002 ; Hyun Ryu et Rando
Recht et al.
(1996) 2001 ; Wang, et al. 1997).

Figure 1.7 : Analogues de I'extrémité
3’ de I'ARN 16S d’Escherichia coli
contenant le site A.

Les protections aux sondes chimiques sont

indiquées en bleu foncé (forte) et bleu clair
(faible).

Quelles que soient les techniques employées,
des K, de I'ordre du micromolaire ont été
mesurées pour tous les aminoglycosides testés
(Tableau 1.7). Des K, de 1-2 uM sont obtenus pour la plupart des aminoglycosides
appartenant aux familles de I’apramycine et des 4,5- et 4,6-2-DOS, sauf pour la néomycine

(Kp=0,1 uM) et la néamine (K,=10 uM).
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Les valeurs de K ne refleétent pas les activités propres a chaque aminoglycoside. En
effet, I’échelle des activités des aminoglycosides observée par mesure de MIC n’est pas
retrouvée parmi les valeurs de K, en particulier dans le cas d’études de s€quences mutées
(Tableaux 1.6 et 1.7). Il est probable que les oligonucléotides-modeles utilisés pour les
mesures ne reproduisent pas la situation biologique de 1I’environnement du site A. En outre,
la similarité entre les valeurs de K, obtenues a partir de modeles (Tableau 1.7) et celles
récemment obtenues a partir de ribosomes entiers (Hyun Ryu, et al. 2002) ne constitue pas
une justification des méthodes utilisant les modeles. En effet, les constantes de 1’ordre du
uM obtenues a partir de ribosomes peuvent résulter d’'une moyennation des K, observées

pour plusieurs sites de fixation plus ou moins spécifiques (Hyun Ryu, et al. 2002).

Tableau 1.7 : Valeurs des Kp (uM) de différents aminoglycosides pour le modéle ASR-27
incorporant différentes séquences de site A (E. coli, H. sapiens et différents mutants), obtenues par
différents laboratoires.

Séquence  Apra-  Néamine Néo- Paromo- Kana- Tobra- Genta- Géné-
mycine mycine mycine mycine* mycine micine ticine
B
1 sauvage - - - 0,2 - - - -
sauvage 6,3 78 0,02 0,2 18 1,5 1,7 -
U1406A 9.3 55 0,01 0,03 28 2,1 9.9 -
U1495A 13 31 04 2,7 33 4,1 12 -
3 sauvage 2 - - 0,1 2 2 - -
A1408G 0,5 - - 0,7 2 2 - -
C1409U 2 - - 1,1 >20 >20 - -
C1491U 2 - - 2 2 2 - -
Site A 0,5 - - >20 1,6 14 - -
H. sapiens
4 sauvage - - 0,05 1,7 1,3 14 - -
A1408G - - 1,1 2 6 75 - -
Site A - - 03 22 14 1,6 - -
H. sapiens

: Recht et al. (1996)

: Wong et al. (1998)

: Griffey et al. (1999)

: Hyun Ryu et Rando (2001)

: Valeurs pour la kanamycine A en noir et pour la kanamycine B en rouge.

* DA WN =
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B. Etudes par résonance magnétique nucléaire

Les premieres observations au niveau atomique du site A (inséré dans 1’oligoribo-
nucléotide-modele ASR-27), seul et complexé a deux aminoglycosides, ont été obtenus par
un laboratoire américain (Fourmy, ef al. 1996 ; Fourmy, et al. 1998a ; Fourmy, et al.
1998b ; Yoshizawa, et al. 1998). Les structures publiées permettent de définir le site de
fixation d’un dérivé 4,5-2-DOS, la paromomycine (Fourmy, et al. 1996), et d’un dérivé
4,6-2-DOS, la gentamicine Cla (Yoshizawa, et al. 1998) au niveau du site A (Figure 1.8).
Chaque antibiotique se fixe dans le sillon profond du site A, au niveau d’une poche formée
par ’extrusion de la base A1492 hors de 1’hélice d’ARN et par la paire de bases non-
canonique A1408¢A1493 (écart RMS supérieur 2 3 A entre les adénines 1492 et 1493 au
sein du site A libre et fixé
a un aminoglycoside)
(Figure 1.9). Les
antibiotiques sont
maintenus par des liaisons
hydrogene entre les

groupements fonctionnels

des cycles I a III et les

ASR-27 ASR-27
nucléotides 1405 é 1409 et Paromomycine Gentamicine C1a

Figure 1.8 : Structures résolues par RMN du modéle ASR-27
1491 a 1495. Dans les  seul (gauche), et complexé a la paromomycine (milieu) ou a la
gentamicine Cla (droite).

Les adénines 1408, 1492 et 1493 sont indiquées en gras.
(Numéros d'identification respectifs dans la PDB : 1A3M, 1PBR et 1BYJ).

ASR-27

deux complexes, la partie
néamine (cycles I et II)
commune aux dérivés 4,5- et 4,6-2-DOS interagit de maniere similaire avec le site A (écart
RMS de 0,3 A entre les atomes des cycles I et IT) (Figure 1.10). Tandis que le cycle III de
la tobramycine interagit avec la guanine 1405, les cycles III et IV de la paromomycine ne
sont pas impliqués dans des contacts spécifiques. Ainsi, la spécificité du mode de fixation

des aminoglycosides au site A semble €tre liée essentiellement a la partie néamine

Dans le méme laboratoire ont été publiées plus récemment les structures en solution du
modele ASR-27 portant la mutation A1408G, seul (Lynch et Puglisi 2001b) et complexé a
la paromomycine (Lynch et Puglisi 2001a). La mutation A1408G est retrouvée aussi bien

chez certaines souches de bactéries résistantes que chez les organismes eucaryotes
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(Bottger, et al. 2001). Les structures globales du modele ASR-27 muté, complexé ou non a
la paromomycine, sont différentes de celles du modele sauvage (Figure 1.11). La déviation
RMS globale entre les structures des complexes muté et sauvage est de 2,7 A. L’analyse de
la structure du complexe muté montre que le résidu G1408 est déplacé dans le sillon
profond du site A afin d’éviter des mauvais contacts avec le nucléotide A1493. La
formation de la paire de bases non-canonique G1408°A 1493 ne permet pas I’ancrage des

cycles I et I au site A (Figure 1.12).

a)

Figure 1.9 : Vues stéréo détaillées du site A complexé a la
paromomycine (en orange) (a) ou a la gentamicine Cla
(en magenta) (b) et superposé sur le site seul (en gris).
La superposition est réalisée avec les atomes du squelette sucres-phosphates.
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Figure 1.10 : Vue stéréo détaillée du site A complexé a la
paromomycine (en orange) et a la gentamicine Cla (en magenta).
La superposition est réalisée avec les atomes de la néamine.

ASR-27 (A1408G) ASR-27 (A1408G)
Paromomycine
Figure 1.11 : Structures résolues par RMN
du modele ASR-27 muté seul (gauche) et
complexé a la paromomycine (droite).
La guanine 1408 et les adénines 1492 et 1493 sont

indiquées en gras.
(Numéros d’identification respectifs dans la PDB :

1FYO et 1FYP).

Figure 1.12 : Vue stéréo détaillée du site A muté complexé a la
paromomycine (en orange) superposeé sur le site seul (en gris).
La superposition est réalisée avec les atomes du squelette sucres-phosphates.

-36 -



Chapitre 1 Introduction

C. Etudes par cristallographie aux rayons X

A la fin de I’année 2000, le groupe britannique dirigé par Venki Ramakrishnan a publié
les structures cristallographiques 2 3,0 A de résolution de la sous-unité ribosomique 30S de
Thermus thermophilus seule (Wimberly, et al. 2000) et complexée a plusieurs
antibiotiques, dont la paromomycine (Carter, et al. 2000). Des structures ont ensuite été
publiées pour la sous-unité 30S complexée a la paromomycine, a un analogue de la boucle
de I’anticodon d’un ARNt et a un oligoribonucléotide de s€équence complémentaire a celle
de I’anticodon, jouant le role du brin d’ARNm (Ogle, ef al. 2001). Entre les organismes
Thermus thermophilus et Escherichia coli, 73 % des nucléotides constituant I’ARN 16S
sont conservés (Tung, et al. 2002). La séquence du site A est conservée, sauf pour la paire
de bases 1410-1490 (A-U chez Escherichia coli et G=C chez Thermus thermophilus), ce
qui n’interfere pas avec la structure tertiaire du site A (Tung, et al. 2002). Il est par
conséquent possible de confronter les résultats des études antérieures (obtenues pour

I’organisme Escherichia coli) aux structures cristallographiques de la particule 30S.

La paromomycine se lie au sillon

Sous-unité
ribosomique
308

profond du site A situé a une

extrémité de 1’hélice 44, la plus
longue de toute la sous-unité et
située sur la face en contact avec la
sous-unité 50S dans le ribosome
complet (Figure 1.13). La
conformation de la partie néamine
de la paromomycine liée au site A
est similaire a celle observée par
RMN (écart RMS de 0,2 A entre les
atomes des cycles I et II).
Cependant, les conformations et les

orientations des cycles III et IV sont

Figure 1.13 : Structure cristallographique de la
sous-unité ribosomique 30S (vue de la face interne) différentes (Figure 1.14). De plus,
complexée a la paromomycine.

Les protéines sont colorées en rouge, ’ARN 16S en gris (sauf

I'hélice 44 qui est représentée en jaune), la paromomycine en .
orange (Numéro d'identification dans la PDB : 1FJG). le cycle T de la paromomycine est

dans la structure cristallographique,
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intercalé comme une
base dans 1’hélice ) ;8 N
d’ARN. Il s’empile sur
la guanine 1491 et

forme deux liaisons

hydrogeéne avec les
sites Watson-Crick de
I’adénine 1408. Cette

Figure 1.14 : Vue stéréo détaillée du site A complexé a la
paromomycine résolu par RMN (en orange) et par cristallographie
(en vert).
La superposition est réalisée avec les atomes de la néamine.

intercalation a pour
conséquence de forcer
les deux bases A1492 et A1493 a pointer hors de 1’hélice, de maniere nettement plus
prononcée que dans la structure RMN (Figure 1.14). Ainsi, la paire de bases A1408°A1493
observée dans la structure RMN n’est pas observée dans la structure cristallographique. En
absence de paromomycine, les deux adénines 1492 et 1493 pointent plutdt vers 1’intérieur
de I’hélice mais la densité électronique correspondante est mal définie (Wimberly, et al.
2000) (écart RMS de 0,6 A pour les atomes du squelette sucres-phosphates du site A ; écart
RMS de 64 A entre les adénines 1492 et 1493 dans les structures de la sous-unité seule et
complexée a la paromomycine) (Figure 1.15). Etrangement, la structure du site A
complexé a la paromomycine résolue par RMN est similaire a celle du site A résolue par
cristallographie en absence de ligand (écart RMS de 1,2 A pour les atomes du squelette
sucres-phosphates du site A ; écart RMS de 1,2 A entre les deux adénines 1492 et 1493)
(Figure 1.16).

Au cours de la traduction des ARNm en protéines, I’étape ultime de sélection des ARNt
corrects est la formation, soit de trois paires de bases canoniques, soit de deux paires cano-
niques et d’une paire
« wobble », entre les
trois nucléotides cons-
tituant un codon sur
I’ARNm et les trois

nucléotides complé-

Figure 1.15 : Vue stéréo détaillée de la structure du site A au sein mentaires dans

de la sous-unité 30S complexé a la paromomycine (en orange) I’anticodon de 1’ARNt
superposée a la structure du site A seul (en gris).

La superposition est réalisée avec les atomes du squelette sucres-phosphates. correspondant (méca-
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nisme de « décodage »)
(Crick 1966 ; Moore et
Steitz 2002). Un acide
aminé erroné est incor-
poré dans la protéine en

voie de synthese

lorsqu’un ARNt non

Figure 1.16 : Vue stéréo détaillée de la structure du site A
complexé a la paromomycine résolue par RMN (en orange)

correct est sélectionné

superposée a la structure du site A seul au sein de la sous-unité suite 4 une reconnais-
30S (en gris). )
La superposition est réalisée avec les atomes du squelette sucres-phosphates. sance codon/anticodon

quasi-correcte (un ou deux appariements canoniques) ou incorrecte (aucun appariement
canonique) avec I’ARNm. Plusieurs régions du ribosome sont impliquées dans la fidélité
de la sélection de I’ARNt-aminoacylé correct (Rodnina, et al. 2002). Au sein de la sous-
unité 30S, une interaction codon/anticodon correcte est différenciée d’une interaction
quasi- ou incorrecte au niveau des adénines 1492 et 1493 du site A (Moazed et Noller
1990 ; Noller 1991 ; Purohit et Stern 1994 ; Yoshizawa, et al. 1999) par un changement
conformationnel qui décide de la poursuite de la traduction (Pape, et al. 2000 ; Rodnina et
Wintermeyer 2001 ; Stahl, ez al. 2002). Les aminoglycosides agissent sur ce mécanisme :
ils stabilisent des interactions codon/anticodon quasi-correctes, ce qui a comme
conséquence une modification des cinétiques des étapes contrdlant la fidélité de la

traduction (Pape, et al. 2000).

Les structures cristallographiques de la sous-unité ribosomique 30S montrent quatre
états discrets du site A qui offrent une explication structurale au phénomeéene de
« décodage » (Figure 1.17) (Ogle, et al. 2001 ; Wimberly, et al. 2000). Dans la structure du
ribosome obtenue en absence de ligands (Wimberly, et al. 2000), les adénines 1492 et
1493 sont empilées a I’intérieur de 1’hélice 44 et voisines de la cytosine 1054, de la
guanine 530 et de la protéine S12 (Figure 1.17a). Dans le complexe avec I’ARNt et
I’ARNm (Ogle, et al. 2001), les adénines 1492 et 1493 pointent hors de I’hélice 44 vers le
sillon peu profond de la mini-hélice formée par I’interaction codon/anticodon (Figure
1.17b). Elles établissent des liaisons hydrogene directes avec les premiere et deuxieme
paires de bases de la mini-hélice, formant ainsi les interactions type I/type II
caractéristiques d’un motif « A minor » (Doherty, et al. 2000 ; Nissen, et al. 2001) (Figure

1.18). Ce motif d’interaction, fréquemment employé par les ARN de grande taille pour
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médier des interactions intra- ou inter-moléculaires (Carter, et al. 2000 ; Michel et Westhof
1990 ; Nissen, et al. 2001 ; Soukup, et al. 2002), n’est formé que si les deux paires de ba-
ses visées par les deux adénines sont canoniques (Battle et Doudna 2002 ; Ogle, et al.
2001). La formation du motif « A minor » entre les deux adénines consécutives du site A et
la mini-hélice codon/anticodon semble étre a I’origine du faible taux d’erreur (10°-10*) du
mécanisme de « décodage » (Ramakrishnan 2002). La fixation de I’ARNt et de ’ARNm a
la sous-unité 30S provoque également un changement de conformation de la base G530 :
elle passe de la conformation syn a anti afin d’interagir avec la deuxieme et, dans une
moindre mesure, avec la troisieme paires de bases de la mini-hélice (Figures 1.17 et 1.18).
L’ensemble de ces interactions vers la mini-hélice codon/anticodon est stabilisé par
d’autres résidus, tels la cytosine 1054 et des acides aminés faisant partie de la protéine S12.
Dans la structure de la sous-unité 30S complexée a la paromomycine (Carter, et al. 2000 ;
Ogle, et al. 2001), les adénines 1492 et 1493 pointent hors de I’hélice en absence d’ ARNt

et d’ARNm (sans toutefois modifier la conformation de G530) (Figure 1.17c). En présence

= -
Paromo-
mycine Paro_mo-
mycine

| ) =
Figure 1.17 : Quatre états distincts du site A révélés par quatre structures
cristallographiques différentes.

Sous-unité 30S seule (a), en présence d’analogues d’ARNt et d’ARNm (b), complexée a la
paromomycine (c), en présence d’ARNt, d’ARNm et de paromomycine (d). L’ARN 16S est
représenté en gris (en orange pour le site A complexé a la paromomycine), I’ARNt en bleu,
I’ARNm en vert, la protéine S12 en rouge et certains des ions magnésium en magenta. Figure
adaptée de (Ogle et al. 2001 ; Rodnina et al. 2002) (Numéros d‘identification respectifs dans la
PDB : 1FJF, 1IBM, 1IBK et 1IBL).
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d’ARNt et d’ARNm, la paromo-
mycine stabilise une conformation
similaire du site A et des autres
résidus impliqués dans le
« décodage » (Ogle, et al. 2001)
(Figure 1.17d). En conséquence,
ces structures montrent que la
fixation de la paromomycine au
site A induit un changement
conformationnel du site A simi-
laire a celui résultant de la fixation
des ARNt et ARNm corrects. Il est
proposé que la liaison de la paro-
momycine au site A, en com-
pensant le colit énergétique associé
au changement conformationnel
des adénines 1492 et 1493,
provoquerait une augmentation de
I’affinité des ARNt quasi-corrects
responsable d’un accroissement du
taux d’erreurs de traduction (Ogle,
et al. 2001 ; Ramakrishnan et
Moore 2001).

C518
(ARNT)

Figure 1.18 : Vues détaillées du mode de
reconnaissance de la mini-hélice codon/anticodon par
les résidus de la sous-unité ribosomique 30S.

Interactions type I (a)/type II (b) impliquant les adénines 1492 et
1493 ; interactions avec la troisiéme paire de bases, ici une paire GeU
(c) (numéro d'identification dans la PDB : 1IBL).

Les résidus de I’ARNr, de I'ARNt, de I'ARNm, de la protéine S12 sont
colorés respectivement en gris (sauf les adénines 1492 et 1493
représentées en orange), en bleu, en vert, en rouge. Un ion
magnésium est indiqué en magenta.
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D. Confrontation des résultats des différentes études structurales

Sur la base des structures de complexes obtenues par RMN avec le modele ASR-27
(Fourmy, et al. 1996 ; Yoshizawa, et al. 1998), les auteurs proposerent plusieurs
explications de la spécificité des aminoglycosides pour le site A procaryote au niveau
moléculaire. Il est intéressant d’analyser ces propositions en regard des structures de la
particule 30S complexée a divers ligands (ARNt, ARNm, paromomycine, ...) (Carter, et
al. 2000 ; Ogle, et al. 2001 ; Wimberly, et al. 2000).

Les structures cristallographiques confirment que la spécificité de reconnaissance des
aminoglycosides pour le site A est commandée par les deux cycles constituant la néamine
et par la conservation des nucléotides 1405-1410 et 1490-1496. Cependant, les structures
résolues par RMN ne montrent pas d’insertion du cycle I dans I’hélice 44 (les contacts
identiques & ceux observés dans les structures cristallographiques sont de 0,1 2 1,3 A plus
longs—cf. Publication n°1). D’autre part, les structures cristallographiques démontrent que
la paire A1408¢A 1493 n’est pas requise pour 1’interaction, et son observation par RMN
résulte probablement d’une fausse interprétation des données. Il n’existe aucune structure
cristallographique d’un ribosome eucaryote a 1’heure actuelle, mais les structures de la
sous-unité 30S procaryote laissent penser que la mutation A1408G n’est pas la seule
responsable de la moindre affinité des aminoglycosides pour le site A. D’autres mutations
sont présentes au niveau du site A eucaryote : (i) la paire de bases 1401-1491 est une paire
C=G (comme pour 80% des procaryotes) ou une paire C*A (chez I’Homme par exemple),
pour respectivement 40% et 60% des organismes, (ii) la paire A1410-U1490 présente chez
les procaryotes est inversée chez les eucaryotes. Ainsi, la différence de géométrie entre une
paire de bases A*A et une paire de bases G*A observée par RMN pour les positions 1408 et
1493 (Lynch et Puglisi 2001a ; Lynch et Puglisi 2001b) ne saurait constituer la seule
explication de la discrimination « site A procaryote »/« site A eucaryote », a plus forte

raison si cette paire de bases n’est pas formée in vivo.

La moitié des interactions décrites dans les structures RMN ne sont pas observées dans
les structures cristallographiques (voir Publication n°1 pour une comparaison détaillée). De
plus, les structures RMN comprennent de nombreux contacts physiquement improbables
(par exemple : distance de 2,8 A (inférieure 2 la somme des rayons de van der Waals) entre

les deux oxygenes des carbonyles en position 4 des uraciles consituant la paire
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U14060U1495, au lieu de 3,1 A dans la structure de la sous-unité 30S complexée 2 la
paromomycine). Des liaisons hydrogene décrites dans les structures RMN sont formées
entre des partenaires distants de plus de 3,5 A (par exemple : distance moyenne de 4,0 A
entre 1’atome O2’’ de la gentamicine Cla et I’atome O4 de U1406). De plus, la
conformation de I’ARN autour de la paromomycine dans la structure RMN est
globalement similaire a celle de I’ARN non-complexé au sein de la sous-unité 30S (§

II.C.).

L’ensemble de ces observations laisse penser que les structures RMN utilisant le
modele ASR-27 ne permettent ni de comprendre la spécificité des aminoglycosides pour le
site A, ni d’expliquer le mécanisme d’action des aminoglycosides. C’est pourquoi ces
structures ne permettent ni de fournir une explication correcte aux phénomenes de
résistance au niveau moléculaire, ni de concevoir de nouveaux antibiotiques, plus

spécifiques, moins sensibles aux résistances et moins toxiques.
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Elément de
régulation de
I'exon tau 10

Elément TAR

Aptameére de
la néomycine

Aptameére | de
la tobramycine

Aptamere Il de
la tobramycine

Figure 1.19 : Vues stéréo des structures résolues par RMN d‘aminoglycosides
liés a différentes tiges-boucles d’ARN.
Le cadre rouge entourant la structure secondaire de chaque molécule d’ARN correspond au site de
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IV. Etudes structurales d’autres complexes

De nombreuses études ont montré la capacité que possedent les aminoglycosides de
stabiliser et/ou d'inhiber certains systemes in vitro, ou plus rarement, in vivo. In vitro, les
aminoglycosides interferent avec certains mécanismes de régulation du virus HIV-1 en
inhibant la fixation des protéines Tat et Rev aux motifs TAR (Transactivating responsive
element) (Mei, ef al. 1998 ; Mei, et al. 1995 ; Wang, et al. 1998) et RRE (Rev responsive
element) (Zapp, et al. 1993) situés sur I’ARN génomique du virus. Ils sont aussi capables
d’interagir avec plusieurs sites dans la partie 5° du méme ARN viral (McPike, et al. 2002 ;
Sullivan, et al. 2002). Ils se lient de maniere spécifique au site de fixation de la thymidilate
synthase (TS) situé dans la partie 5’-non traduite des ARN messagers humains (Tok, et al.
1999). Ils stabilisent des hélices triples d’ADN et d’ARN (Arya et Coffee 2000 ; Arya, et
al. 2001). Les aminoglycosides sont également des inhibiteurs des réactions auto-
catalytiques d'ARN en téte de marteau (Clouet-d'Orval, et al. 1995 ; Stage, et al. 1995), du
virus de I'hépatite delta (HDV) (Chia, et al. 1997 ; Rogers, et al. 1996), de I’ARN en
épingle a cheveu (Earnshaw et Gait 1999), et de la composante ARN de la ribonucléase P
(Mikkelsen, et al. 1999). Ils stabilisent une €pingle a cheveu qui contrdle le mécanisme
d’épissage alternatif de I’exon tau 10 chez I’'Homme (Varani, et al. 2000). In vivo, ils
inhibent l'auto-épissage de certains introns du groupe I (Schroeder, et al. 2000 ; Waldsich,
et al. 1998). Des expériences de sélection in vitro ont permis la synthése de fragments
d’ARN appelés « aptameres » (Uphoff, et al. 1996) liant spécifiquement des
aminoglycosides tels la kanamycine ou la lividomycine (Lato, et al. 1995), la néomycine
(Wallis, et al. 1995) et la tobramycine (Hamasaki, et al. 1998 ; Wang, et al. 1996 ; Wang et

Rando 1995) avec des affinités environ 1000 fois supérieures a celle du site A.

Sauf dans le cas de 1’épissage des introns de groupe I, les différents mécanismes inhibés
par les aminoglycosides sont différents du mécanisme d’inhibition de la synthese des
protéines et les sites d’interaction des aminoglycosides n’ont pas de similarité avec le
site A. De plus, a des propriétés d’inhibition in vitro ne correspondent pas
systématiquement des propriétés d’inhibition in vivo (Waldsich, et al. 1998). Le seul point
commun entre les séquences des différents sites de fixation des aminoglycosides sur ces
divers ARN est la présence de paires de bases non-canoniques et de bases pointant hors des

hélices (Gallego et Varani 2001 ; Hermann et Westhof 2000 ; Hyun Ryu et Rando 2002 ;
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Michael et Tor 1998). Cinq structures autres que celles des complexes avec le site A ont
été résolues par RMN pour différents aminoglycosides : une structure de la néomycine
complexée par une tige-boucle impliquée dans I’épissage de 1’exon tau 10 (Varani, et al.
2000) et une structure de la néomycine liée a 1’élément TAR (Faber, et al. 2000), une
structure de la néomycine (Jiang, ef al. 1999) et deux structures de la tobramycine (Jiang,
et al. 1997 ; Jiang et Patel 1998) complexées par des aptameres correspondants (Figure
1.19). Une analyse de ces structures montre que la conformation des cycles constituant les
aminoglycosides est le plus souvent conservée, tandis que les orientations entre les cycles
sont différentes. Les aminoglycosides interagissent dans les sillons profond ou peu profond
d’une portion d’hélice ou d’une boucle déformée par une ou plusieurs paires de bases non-
canoniques, et/ou par une base qui pointe hors de 1’hélice. Aucune structure ne montre
d’intercalation de cycles dans les brins d’ARN et la néamine semble jouer un role moins
important dans la fixation des aminoglycosides a ces séquences (Hermann et Westhof

1999b). Une structure de la néomycine en interaction avec I’ARNt™

a été également
résolue par cristallographie a 2,6 A (Mikkelsen, et al. 2001) (Figure 1.20). Dans cette
structure, la néomycine
est située dans le sillon
profond entre la boucle D
et le bras de ’anticodon,
dans une zone proche
(entre 4 et 10 A) de
quatre molécules d’ ARNt

symétriques. En outre, les

conformations des cycles la néomycine.

Les molécules d’eau sont indiquées en rouge, les ions magnésium en magenta.
de la néomycine sont | (Numéro didentification dans la PDB : 1I9V).
tordues, alors que seulement quatre liaisons hydrogene sont observées entre la néomycine
et I’ARNt, dont une vers un oxygene O2’, une vers un oxygene de groupement phosphate
et une avec un angle non favorable. Les facteurs d’agitation thermique sont de 65 A” en
moyenne pour la néomycine et de 48 A’ pour I’ARN. Il est probable que cette structure

reflete une liaison non-spécifique de la néomycine a I’ARNt™.
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V. Revue des interactions ARN/aminoglycosides

Au début de ce travail de these, j’ai participé a 1’élaboration d’une revue intitulée
« Aminoglycoside-RNA interactions » parue dans 1’édition de décembre 1999 du journal
Current Opinion in Chemical Biology.' Cette revue se concentre essentiellement sur les
parametres structuraux et physico-chimiques nécessaires a la liaison des aminoglycosides
aux ARN ribosomiques et catalytiques. Les effets des aminoglycosides sur différents ARN
catalytiques sont comparés. L’accent est mis sur I’importance des charges positives portées
par les aminoglycosides pour le déplacement de cations métalliques impliqués dans la

catalyse de certains ARN?

' Walter, F., Vicens, Q. and E. Westhof (1999). Aminoglycoside-RNA interactions. Curr
Op Chem Biol, 3:694-704.

* Les références citées dans la revue mais non mentionnées dans le corps de la thése ne
sont pas reprises en fin de manuscrit.
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Pages 694-704 :
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VI. Présentation des résultats de ce travail de thése

Ce travail a porté sur 1'étude par cristallographie aux rayons X de fragments d'ARN
d’une quarantaine de nucléotides incorporant le site A bactérien, complexés a des
aminoglycosides. Ce travail a été démarré a I’automne 1998, alors que seule la structure du
complexe ASR-27/paromomycine résolue par RMN était connue (Fourmy, et al. 1996). La
premiere structure cristallographique résultant de notre travail a été obtenue durant I’hiver
2000-2001 avec la paromomycine, un aminoglycoside de la famille des dérviés 4,5-2-DOS.
En effet, deux années ont été nécessaires a I’obtention des premiers cristaux d’un complexe
entre la paromomycine et un oligoribonucléotide contenant le site A d’Escherichia coli.
Dans un premier temps seront résumées les principales étapes conduisant a ce résultat
(synthese chimique, purification, étude de renaturation, cristallisation). Les structures des
complexes obtenus a des résolutions de 2,40-2,54 A avec la paromomycine, avec la
tobramycine (automne 2001) et avec la généticine (ét€ 2002), deux aminoglycosides
appartenant chacun a un sous-groupe différent de dérivés de 4,6-2-DOS, seront présentées
dans un deuxieéme temps. Un examen de ces trois structures montre que la partie néamine
commune aux trois aminoglycosides s’intercale dans 1’hélice de maniere similaire dans ces
différentes structures et dans la structure du ribosome complexé a la paromomycine
(Carter, et al. 2000), en interagissant avec 1’adénine 1408 et en provoquant 1’extrusion des
deux adénines 1492 et 1493. Aux résolutions atteintes (2,40-2,54 A), I’analyse des
contacts montre que la reconnaissance et la fixation font intervenir de nombreuses liaisons
hydrogene directes ou faisant participer des molécules d'eau, vers les atomes des bases et
vers les groupements phosphates des adénines 1492 et 1493. La comparaison des structures
tridimensionnelles des complexes site A/aminoglycosides permet d’expliquer au niveau
moléculaire les différents résultats biochimiques (cartographie aux sondes chimiques et
enzymatiques) et les phénomenes de résistance décrits auparavant. Dans un troisiéme
temps, enfin, seront mises en regard les structures cristallographiques obtenues pour les
complexes site A/aminoglycosides et pour divers complexes enzymes de
résistance/aminoglycosides et oligosaccharides/protéines disponibles dans les banques de

données.
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Structures cristallographiques
de trois complexes site A /
aminoglycosides

I. De la conception a la diffraction
A. Conception des oligoribonucléotides

D’apres les résultats biochimiques (Miyaguchi, et al. 1996 ;
Purohit et Stern 1994 ; Recht, et al. 1996) et la structure du
complexe avec la paromomycine résolue par RMN (Fourmy, et al.
1996), les nucléotides 1405 a 1410 et 1490 a 1496 sont suffisants
pour I’interaction avec les aminoglycosides. Cependant, le modele
ASR-27 étudié par RMN n’est pas un bon candidat pour des
études par cristallographie aux rayons X. En effet, ASR-27 est
composé d’un seul oligoribonucléotide qui doit se replier en une
tige-boucle coiffée d’une tétra-boucle 5’-UUCG pour constituer le
site A. Les tétra-boucles de séquences consensus 5’-GNRA, 5°-
UNCG ou 5’-CUUG (N=A,
C, G ou U ; R=A ou G) sont

QKOO>OCCOORCOO

caractérisées par une

Coron”
111
o@CO0

exceptionnelle stabilité ther-
modynamique (Molinaro et

Tinoco 1995 ; Tuerk, et al.

. & &

1988), de sorte qu’elles sont

c
o
00CROOCCO>»O”

fréquemment rencontrées

dans les molécules d’ARN
Figure 2.1 : Structure secondaire

naturelles (Batey, et al. attendue pour une tétraboucle
(gauche) et celle de
1999 ; Moore 1999 ; Woese, ' ygligoribonucléotide obtenue dans
le cristal (droite).
(D’aprés Holbrook, et al. 1991).
tentatives ont été opérées

et al. 1990). De nombreuses
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pour les cristalliser dans un contexte d’oligoribonucléotide proche de celui du modele
ASR-27, c’est-a-dire contenant une hélice de quelques plateaux de bases canoniques
coiffée par une tétra-boucle (Holbrook et Kim 1997 ; Masquida et Westhof 1999). Dans les
conditions de concentrations élevées en ARN et en sels nécessaires a la cristallisation qui
favorisent certains empilements cristallins, les oligoribonucléotides étudiés préferent se
replier sous forme de doubles hélices comportant des paires de bases non-canoniques
plutét que sous forme de tiges-boucles (Baeyens, et al. 1996 ; Holbrook, et al. 1991)
(Figure 2.1). Plusieurs approches ont récemment permis 1’observation de tétra-boucles par
cristallographie :

* cristallisation d’ARN de grandes tailles comportant des tétra-boucles, seuls
(Batey, et al. 2000 ; Cate, et al. 1996 ; Ferré-D'Amaré et Doudna 1999 ; Zhang
et Doudna 2002), ou en complexe avec une ou plusieurs protéines (Ban, et al.
2000 ; Ennifar, et al. 2000 ; Oubridge, et al. 2002 ; Price, et al. 1998 ;
Wimberly, et al. 2000),

* cristallisation d’oligoribonucléotides possédant différentes longueurs de
tige (Correll, et al. 1998 ; Correll, et al. 1999),

e cristallisation d’oligoribonucléotides a partir d’une solution hautement diluée

progressivement concentrée (Ennifar, et al. 2001).
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Les séquences des sites A des organismes eubactériens Escherichia coli et Thermus
thermophilus (ne différant que par la nature du plateau de bases 1410-1490 : A-U chez E.
coli ; G=C chez T. thermophilus) ont été incorporées dans une premiere série de quatre
fragments (Figure 2.2). Les fragments F1 a F4 contiennent ’ensemble de la séquence
sauvage de I’ARN 168, des nucléotides 1401 a 1416 et 1484 a 1501, inséré entre des paires
de bases G=C. Tandis que les fragments F1 et F2 correspondent respectivement aux
séquences consensus d’E. coli et de T. thermophilus, les fragments F3 et F4 possedent des
différences au niveau d’une ou deux paires de bases associées aux différentes covariations
observées chez d’autres organismes. Ces quatre fragments sont formés de deux
oligoribonucléotides différents de longueurs comprises entre 19 et 22 nucléotides. Une
analyse de la littérature montre en effet que la séquence de 1’oligoribonucléotide est un
parametre plus important que la nature et les concentrations d’agents cristallisants dans la
recherche de conditions qui conduisent a la formation de cristaux (Holbrook, et al. 2001 ;
Masquida et Westhof 1999). Afin d’optimiser les chances de cristallisation, des extrémités
pendantes ont été ajoutées pour les fragments F2—F4 (Anderson, et al. 1996). Enfin, pour
des raisons de moindre cofit de la syntheése chimique, le dernier nucléotide en 3’ de chaque

brin est un désoxyribonucléotide.

Une erreur de séquence (paire de base

a

5 .. N z
| 8 - dé; additionnelle par rapport a la séquence sauvage)
g—¢ g A a été détectée dans les fragments F1-F4 apres
A U . .
C v C—G leur synthese (Figure 2.3). Les fragments des
c—G i o .
1405G e C 1405G = C séries suivantes ont été congus de maniere a ne
U « Uiass U « Uiass
C—G cC—G plus comporter cette erreur. Les fragments
AR A A
C—G C—G A1-A2 de la série n°2 comprennent deux brins
141OA — U14QD 141DA — U14‘30 L .
g —8 8 —g plus courts (15 et 16 nucléotides pour Al ; 11 et
A8 08 12 nucléotides pour A2). Seul le site A d’E. coli
s 2 g g est incorporé dans le fragment A2 (Figure 2.1).
o dc-g,
5
A i la série n°3, les fi
E. coll Fragment F1 partir de la série n°3, les fragments sont

Figure 2.3 1 Séquence sauvage de IARN formés de deux brins identiques qui s’apparient

165 d'Escherichia coliau niveau du sitt A pour constituer deux sites A. Ils sont longs de
(gauche) et sequence du fragment F1

(droite). 21 a 28 nucléotides et comprennent uniquement
La paire de base introduite par erreur est colorée L. . , , .
en bleu et indiquée par une fléche. les nucléotides du site A séparés par des paires
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G=C. Différentes natures d’extrémités 5’ et 3’ ont été testées pour la cristallisation. L.’ajout
du brome en position 5 d’une cytosine (fragment A3.5) a été effectuée dans un souci de
réaliser des essais de remplacement isomorphe et de diffusion anomale. Ce sont les
fragments A3 et A3.4 de la série n°3 qui ont conduit a 1’obtention de cristaux en présence

de divers aminoglycosides.

Les fragments des séries n°4 et 5 ont été congus apres la résolution de la premiere
structure. Tandis que les fragments de la série n°3 ne différent entre eux que par leurs
extrémités, ceux des séries n°4 et 5 comprennent des variations en une ou plusieurs
positions, aux extrémités comme au sein du site A, dans un souci de tenter d’améliorer la
cristallisation et/ou de disposer de structures comparatives de plusieurs mutants. Ainsi, les
fragments A3.8, A3.12-14 et A3.17 comprennent le site A d’E. coli sauvage et différentes
modifications introduites afin de comparer leurs effets sur la cristallisation. Les fragments
B1 et B2 comportent des nucléotides supplémentaires, nécessaires pour |’interaction avec
I’hygromycine B. Certains fragments comprennent les séquences des sites A humain

cytoplasmique (A3.10, A3.16), mitochondrial (A3.11) et mitochondrial muté (A3.13).

Les fragments des séries n°1 a 3 ont été synthétisés par chimie sur support solide
automatisée en collaboration avec le service de synthese d’oligonucléotides du laboratoire
(voir §B.1 & B.2 et chapitre 5). Les fragments des séries n°4 et 5, ainsi que ceux de la série
n°3 régulicrement utilisés pour des tests de cristallisation, ont été obtenus par la suite
aupres de la société américaine Dharmacon Research Inc. Cette société a développé une
méthode de synthese plus efficace, produisant des oligoribonucléotides de meilleure

qualité (voir §B.2).
B. Synthéses chimiques et purifications

1) Résultats

Entre trois et cinq syntheses ont été réalisées pour chaque oligoribonucléotide de la série
n°1 a une échelle de 1 wmole (Tableau 2.1). La qualité de chaque synthese est déterminée a
I’aide des valeurs ASWY et OY correspondant respectivement au rendement par étape et
au rendement global. Une synthese correcte possede généralement un OY supérieur a 30

%, les valeurs ASWY restant supérieures a 90 % (Tableau 2.2).
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Tableau 2.1 : Bilan des syntheses et des purifications réalisées pour les oligoribonucléotides de
la série n°1.

La premiere colonne indique le numéro du brin synthétisé suivi du numéro de la synthese.

Nom Longueur OY  Quantité Chromatogramme Méthode de  Quantité Quantité
du (nt) (%) avant analytique purification apres purifiée apres
brin purification purification 2° déprotection
(mg) (mg) (mg)

1.1#1 19 58 3,20 Synthése correcte HPLC

1.1#2 19 549 2,00 Synthese correcte HPLC 0,64 1,00

1.1#3 19 7 2,70 Synthése correcte HPLC

1.2#1 21 66 3,50 Mauvaise PAGE - 3,50
déprotection

1.2#2 21 37,5 3,50 Synthése correcte HPLC ) 280

1.2#3 21 45,2 3,50 Synthése correcte HPLC ?

2.1#1 20 60,1 3,00 Synthése correcte HPLC 0,24 0,60

2.1#2 20 41,5 2,30 Mauvaise HPLC
déprotection } 2,30

2.1#3 20 394 3,50 Synthése correcte HPLC - 0,80

2.2#1 22 52,2 3,60 n-1-mere PAGE - 3,60
majoritaire ?

2.2#2 22 439 1,80 Synthése correcte PAGE 0,50 -

2.2#3 22 374 2,60 Synthése correcte PAGE 0,60 -

3.1#1 20 67 3,60 Synthése correcte HPLC

3.1#2 20 56,2 2,70 Synthese correcte HPLC 1,20 1,80

3.1#3 20 543 3,10 Synthése correcte HPLC

3.2#1 22 67,1 3,50 Synthése correcte HPLC 0,40 0,50

(avec 3.2#4) (avec 3.2#4)

3.2#2 22 29,7 2,10 Mauvaise PAGE - 2,10
déprotection

3.2#3 22 242 2,20 Mauvaise PAGE - 2,20
déprotection

3.2#4 22 60,1 2,90 Synthése correcte PAGE Avec 3.2#1 Avec 3.2#1

4.1#1 20 32,7 1,80 Synthése correcte HPLC

4.1#2 20 33,3 1,80 Synthése correcte HPLC 1,30 0,90

4.1#3 20 453 3,30 Synthése correcte HPLC

4.1#4 20 479 2,60 Synthése correcte HPLC

4.1#5 20 499 2,00 Synthése correcte HPLC

4.2#1 22 4.6 3,00 Mauvaise non - -

syntheése
4.2#2 22 Mauvaise non - -
synthése

4.2#3 22 433 340 Pic faible HPLC - 1,30

4.2#4 22 58.5 2,70 Pic faible HPLC - 0,60

4.2#5 22 64 4,00 Mauvaise PAGE - 4,00
déprotection

2 rendement non-affiché par le moniteur
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Tableau 2.2 : Exemples de suivis de synthéses de
qualité correcte (brin 1.1#1 en haut) et de mauvaise
qualité (brin 3.2#3 en bas).

Les rendements finaux sont calculés apres le couplage du dernier
nucléotide (en caractéres gras et en italique).

nt ASWY (%) OY (%)

dC19

G138 1000 1000

G17 1000 1000

U16 978 935

Al5 953 824 - 05

Cl4 96,2 824

CI3 96.8 820

Al2 959 747 o

Cl1 94,9 65,7 s

A10 950 633

C9 955 633

U8 954 59,6 20 | ®

G7 957 588 ) %

C6 96.0 58.8 SIS S

C5 96.2 580 —T

C4 96,4 58,0 SR ASRY

C3 96.6 580

G2 96,8 58,0

Cl 97,0 58,0

nt ASWY (%) OY (%)

dG 22

G21 1000 1000

C20 995 99.1

A19 81,9 549

Al8 313 437

Ul17 84,7 43,7 120 105

G16 86.2 409

Gl5 380 409 o

Cl4 894 40,9 80

Ul13 90.6 409 3

Gl12 91,5 409 ®

All 9138 39,1 s

A10 90,5 30,2

G9 91,2 302 »

C8 918 30,2 0

A7 9]76 2770 G ¢ A G C G A C G G C
22

G6 91,5 242 .oy

G5 92,0 242 —e—% ASWY

G4 924 242

U3 928 242

2 93.1 242

GI 935 242
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Figure 2.4 : Chromatogrammes
analytiques d’une synthése correcte
(brin 1.1#3 en a) et d’'une synthese de
mauvaise qualité (brin 3.2#3 en b).

La longueur d’onde utilisée est 260 nm
(sensibilité=0,19 UA en a et 0,15 UAx en b).
Echelle des temps en abscisses : 1 largeur de
carreau=3 min.
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Figure 2.5 : Chromatogramme préparatif obtenu pour
le brin 1.1#3.

Les pics observés avant le démarrage du gradient correspondent aux
injections.

La longueur d’onde utilisée est 295 nm (sensibilité=2,0 UAzs).

Echelle des temps en abscisses : 1 largeur de carreau=3 min.

Apres déprotection et
précipitation au n-butanol, un
échantillon de chaque synthese est
analysé par HPLC (chromato-
graphie en phase liquide a haute
performance) analytique en
conditions dénaturantes. La qualité
du profil d’élution obtenu sur le
chromatogramme (Figure 2.4)
détermine la méthode de
purification de I’ensemble de la

syntheése, par HPLC préparative

(Figure 2.5) ou par PAGE (électrophorese sur gel de polyacrylamide) préparative en

conditions dénaturantes. En effet, lorsque le chromatogramme ne montre pas de pic

distinct, il s’avere plus judicieux de purifier les oligoribonucléotides correspondants par

PAGE. Au cours de la purification par HPLC,

Brin 1.1#2 Brin 1.1#3

- —

les fractions sont récupérées a partir du pied

5

du pic correspondant a 1’oligoribonucléotide
attendu. Une analyse par PAGE montre que
les fractions récupérées entre la pointe et la
demi-hauteur du pic sont en général pures

(Figure 2.6). Cependant, de I’ARN est

—

6 7 8 3 4 5 6 7

[ - -

Figure 2.6 : PAGE analytique des fractions

également retrouvé dans certaines fractions

précédentes, qui sont rassemblées avant d’étre

récupérées apres les purification des
oligoribonucléotides 1.1#2 et 1.1#3.
Les numéros des fractions sont indiqués en haut de

ifides 3 Les fracti . ti chaque piste. Les fractions 6 pour l'oligoribonucléotide
puriliees a nouveau. Les Iractions qui contien- 1.1#2 et 5 et 6 pour l'oligoribonucléotide 1.1#3 ont

été utilisées pour les expériences de cristallisation.

nent uniquement 1’oligoribonucléotide désiré

sont rassemblées puis dessalées avant d’étre concentrées pour former les solutions-stocks

de chaque oligoribonucléotide dans 1’eau. Les syntheses purifiées par PAGE sont

directement concentrées, sans vérification de la pureté.

Enfin, une troisieme catégorie de syntheses apparait mal déprotégée. Des essais et des

résultats publiés (Murray, et al. 1994) montrent que la méthode de purification par PAGE
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ne permet pas d’éliminer les fragments mal déprotégés. L.’ensemble de ces syntheses sera

purifié par HPLC préparative apres une étape de deuxieme déprotection.

2) Problemes de déprotection

La déprotection du groupement TBDMS fixé sur ’oxygene 2’ des ARN synthétisés
dépend de la longueur de I’ARN (Gasparutto, ef al. 1992), de sa séquence, et surtout du
degré d’humidité de la solution de déprotection (TBAF 1 M/THF). Celui-ci varie selon les
flacons employés. S’il est supérieur a 5%, la déprotection ne sera pas efficace (Hogrefe, et

al. 1993). De plus, il existe une concentration et

un temps de déprotection optimaux pour chaque

fragment (Murray, et al. 1994). Les
oligoribonucléotides 1.2#1, 2.1#2, 2.2#1, 3.2#2, =

3.2#3 et 4.2#5 correspondent a des fragments mal

déprotégés (Tableau 2.1). En effet, il s’agit de g

N

syntheéses a rendement correct (sauf 3.2#2 et = |

3.2#3) qui présentent un profil de mauvaise = b) LA )

synthése en chromatographie analytique (Figure
2.7). De plus, sur PAGE analytique, la bande

correspondant au fragment attendu n’apparait pas

(Figure 2.7). Etant données les conditions

dénaturantes employées (température élevée au

cours des purifications et haute concentration en

urée) et le fait que cela soit observé pour des

syntheses de brins différents, il ne s’agit pas de

conformations différentes du méme ARN. La B B

seconde déprotection est effectuée en présence de Figure 2.7 : Chromatogramme (a) et

1 ml de solution TBAF 1 M/THF, au lieu de 1,5 = PAGE (b) analytiques obtenus pour le
brin 2.1#2 apres la 1° déprotection.
ml (pendant 24h a I’obscurité) (Figure 2.7). Pour Chromatogramme analytique obtenu
apres la 2° déprotection (c).
La longueur d’onde utilisée est 260 nm

. , L . (sensibilité=0,15 UAs en a et 0,05 UAy en C).
HPLC, les fractions récupérées apres le fragment  gchelle des temps en abscisses : 1 largeur de

carreau=3 min.

les syntheéses de qualité correcte purifiées par

de taille attendue sont rassemblées et également

déprotégées une seconde fois. (Tableau 2.2).
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Déprotection 24h 30 min (solution
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précipitation) ration)

Chromatogramme analytique

|

J- //~ -‘-li e /,/

Figure 2.8 : Comparaison des méthodes de
synthése chimique utilisant les groupements
protecteur 2-TBDMS ou 2"-ACE.

Les chromatogrammes analytiques sont obtenus pour le
méme oligoribonucléotide (5-CUGAAGAC-3’) synthétisé a
I"échelle de 1 umole selon chacune des deux méthodes.

D’autres protocoles de déprotection,
utilisant du trihydrofluorure de
triéthylamine (Westman et Stromberg
1994) ou une solution 0,01 M d’acide
chlorhydrique a pH=2,0 (Kawahara, et
al. 1995), ont été testés. Entre temps, la
société américaine Dharmacon Research
Inc. a développé une méthode de
synthese chimique sur support solide qui
utilise des synthons possédant des
groupements protecteurs différents de
ceux utilisés au laboratoire (Scaringe, et
al. 1998). En particulier, les oxygenes 2’
des oligoribonucléotides synthétisés
sont protégés par un groupement 2’-bis-
(acétoxyethoxy)-méthyle éther (2’°-
ACE). Le temps de couplage d’un

nucléotide est court, le rendement de

synthese est élevé et la méthode de déprotection est rapide et efficace (Figure 2.8).

Cependant, les synthons nécessaires a la fabrication de ces oligoribonucléotides n’étant pas

commercialisés, les oligoribonucléotides ont été obtenus directement synthétisés aupres de

la société. Plusieurs tests comparatifs ont été effectués pour des oligoribonucléotides de

différentes tailles. Des expériences en spectrométrie de masse MALDI-TOF effectuées sur

certaines séquences mal déprotégées ont révélé la présence d’un groupement résiduel de 54

g/mol apres la déprotection au TBAF/THF (Figure 2.9). Ce groupement, attribué a une

fonction cyanoéthyle ou tertiobutyle, n’est jamais retrouvé dans les oligoribonucléotides

obtenus aupres de Dharmacon Research Inc. (Figure 2.9).
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Figure 2.9 : Spectres MALDI-TOF d’une synthése par
Dharmacon Research Inc. (a), d'une synthese correcte (b) et
d’une synthése mal déprotégée (c) effectuées au laboratoire.

La séquence A3 (PM=7031,3 g/mol) a été utilisée pour les tests (les différences

de masse observées sont dues a la différence de nature—protéine ou acide

nucléiqgue—entre I'oligoribonucléotide testé et le calibrant, ici du cytochrome C).

La masse attendue est encadrée en rouge. Les pics additionnels (indiqués par des
lettres) correspondent a des adduits d’ions ou au groupement résiduel.

-73 -



Chapitre 2 Complexes site A/laminoglycosides

Les fragments A1l et A2 (série n°2) et A3 (série n°3) ont été synthétisés et purifiés par
HPLC au laboratoire selon le méme procédé que les fragments F1 a F4. Les fragments de
la série n°3 ont été commandés directement aupres du service de synthese des
oligonucléotides du laboratoire. Les quantités d’oligoribonucléotides récupérées apres
purification et regroupement des fractions correspondant aux différentes syntheéses du
méme brin, estimées par mesure de 1’absorbance a 260 nm (A,4,), sont faibles par rapport
aux rendements habituellement obtenus selon cette méthode (Tableau 2.3). Les problemes
de déprotection et de purification associés a certains oligoribonucléotides (en particulier
ceux contenant la séquence 3’ du site A : 1.2,3.2,4.2, A1.2 et A2.2) sont responsables de
cette perte de matériel. Par comparaison, les fragments des séries suivantes (de longueurs
équivalentes), commandés chez Dharmacon Research Inc. a I’échelle similaire de 1 umole,
ont en général un rendement de 1,5 mg par syntheése apres purification, et sans distinction

de séquence.

Tableau 2.3 : Quantités finales d’oligoribonucléotides obtenues aprées purification.

Nom du brin 1.1 1.2 21 22 31 3.2 4.1 42 All Al2 A21 A22

Quantité finale 12 04 04 0,5 12 04 13 0 03 04 10 03
récupérée (mg)

Les quantités limitantes en oligoribonucléotides étant survenues pour un brin sur deux
en moyenne (avec comme cas extréme celui de I’oligoribonucléotide 4.2 dont aucun
échantillon n’a été récupéré pur), la conception des séries suivantes (n° 3 a 5) s’est orientée
vers la synthese de fragment concus pour s’assembler en double hélice mais ne comportant
qu’un seul brin. Cette approche a de plus permis de diviser le nombre de séquences a

synthétiser par deux.

3) Problémes de purifications par HPLC

La comparaison entre I’ensemble de ces purifications et celles effectuées pour d’autres
oligoribonucléotides de différentes longueurs synthétisés au laboratoire révele que la
purification d’oligoribonucléotides par HPLC est véritablement appropriée pour des
oligoribonucléotides d’une longueur maximale de 15-20 nt. Au-dela, cette méthode de
purification ne permet souvent plus une séparation correcte de 1’oligoribonucléotide et de
ses contaminants : la zone du pic d’élution contenant 1’oligoribonucléotide attendu devient
plus restreinte, et une quantité non-négligeable d’oligoribonucléotide est perdue par

dilution dans d’autres fractions contenant des contaminants (Figure 2.6).
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Figure 2.10 : Chromatogramme préparatif de

I'oligoribonucléotide 4.2#4 (a) et chromatogramme du
gradient a vide réalisé juste apres la purification (b).

Les longueurs d'onde utilisées sont 295 nm (sensibilité=2,0 UA,os) en

(a) et 260 nm (sensibilité=0,2 UAz:) en (b).
Echelle des temps en abscisses : 1 largeur de carreau=3 min.

En outre, le systtme HPLC
utilisé pour les purifications des
oligoribonucléotides de la série
n°l a rapidement généré un
relargage d’ARN (Figure 2.10). 11
a alors été nécessaire de procéder a
des

Les

des ajustements lors
purifications.

oligoribonucléotides identiques ont
été purifiés 1'un a la suite de
I’autre, avant que le systeme ne
soit nettoyé par passage d’une
solution acide (10 ml HC1 / 80%
MeCN ; pH=3,5), et par une
succession de gradients a vide. La
purification des oligoribonu-

cléotides suivants est entreprise, et

ainsi de suite pour tous les oligoribonucléotides purifiés par HPLC (Tableau 2.1).

Des problemes de séparation ont rapidement
surgi. Ni ’augmentation de la température
pendant les chromatographies préparatives, ni le
démontage du systeéme et le nettoyage des
pieces, ni le passage de tampons a pH tres
basique (NaOH 25 mM ; pH=12,5), ni méme le
reconditionnement de la résine échangeuse
d’anions (passage d’une solution
50 mM NH,CI/ 20% MeOH) n’ont permis d’y
remédier. L’étanchéité de la valve d’injection,
I’usure des pompes, ainsi que le vieillissement
de la colonne seront mis en cause. La colonne

fut remplacée par une colonne identique et la

UA

160!

295 o

100 200 300 400 50.0 €0.0
Temps
(min)

Figure 2.11 : Purification par HPLC

(Dionex®) de I'oligoribonucléotide A3

(série n°3).

chaine HPLC Waters® remplacée par une chaine HPLC Dionex® informatisée, avant la

purification des oligoribonucléotides des autres séries (Figure 2.11). Les oligo-
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ribonucléotides commandés chez Dharmacon Research Inc., ne souffrant pas de problémes
de déprotection et obtenus en plus grande quantité, seront systématiquement purifiés par

PAGE en conditions dénaturantes.

C. Recherche de conditions de renaturation

Les fragments de la série n° 1 ne comportent pas la séquence sauvage correcte de
I’extrémité 3° de ’ARN 16S. Cependant, le site d’interaction avec les aminoglycosides
n’etant pas perturbé, ces fragments ont été utilisés pour des essais préliminaires de stabilité
en solution, de renaturation et de cristallogénese en présence d’aminoglycosides. Ces
essais ont été effectués afin d’établir un protocole de renaturation qui permette la formation
de complexes entre les fragments d’ARN et les aminoglycosides, mais sans dégrader ni
I’antibiotique, ni I’ARN. En effet, une solution de sulfate de néomycine est instable entre
les pH 2,0 et 9,0 (Budavari, et al. 1989), et stable seulement pendant cinq jours a 37°C
(catalogue Sigma®). Les protocoles testés sont ceux habituellement utilisés pour renaturer
des solutions d’ARN : dénaturation a haute température (en général 80 ou 90°C) pendant 1

a 5 min suivie d’un refroidissement lent (quelques heures) jusqu’a température ambiante.

1) Résultats des antibiogrammes

La technique de I’antibiogramme a été employée afin de vérifier que la néomycine n’est
pas altérée au cours des processus de renaturation d’ARN. Des volumes identiques de
différentes solutions de 0,6 mM de néomycine sont déposés au centre d’une boite de Petri
contenant un tapis de bactéries Escherichia coli (souche DH5a). Au bout d’une nuit a

37°C, on observe une inhibition de croissance des bactéries autour des dépdts de

néomycine matérialisée par un halo. Un dép6t est effectué avec une solution de néomycine

Figure 2.12 : Antibiogrammes obtenus avec une dilution de la solution-stock de néomycine a 0,6
mM (a), une solution de renaturation (ARN/néomycine) (b), une solution de renaturation
(néomycine seule) (c) (deux dépdts ont été effectués dans la condition c).
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provenant directement du stock. Un deuxieme dépot est effectué avec une solution de
renaturation (0,6 mM fragment F3/0,6 mM néomycine/0,1 mM MgCl,/50 mM Na
cacodylate pH 6,0) préalablement portée progressivement a 95°C en 30 min, maintenue a
95°C pendant 5 min puis refroidie lentement jusqu’a température ambiante pendant 2h. Un
troisieme dépot est effectué avec une solution similaire mais ne comportant pas d’ARN. La
néomycine ne semble pas affectée par les hautes températures utilisées pour la renaturation
(Figure 2.12). Chauffée ou non, elle est aussi efficace pour inhiber la croissance des
bactéries. Cependant, I’inhibition est moins prononcée en présence de I’ARN. Dans ce cas,

soit la néomycine est dégradée, soit son interaction avec I’ARN I’empéche d’€tre active.

2) Résultats des expériences de fusion

Des expériences de dénaturation thermique ont été effectuées par mesure de I’A,5; de
solutions contenant environ 0,4 uM de fragment F3 en présence de diverses concentrations
de MgCl, (0,1 mM-15 mM) et de néomycine (0,1 uM-3,0 mM), dans une solution tampon
contenant 5 mM de NaCl et 50 mM de cacodylate de sodium a pH=6,0. Une augmentation
de la concentration en MgCl, ne semble pas provoquer une stabilisation du fragment
(Tableau 2.4 ; Figure 2.13). Un phénomene d’hystérese est observé : le profil obtenu en
chauffant n’est pas superposable a celui obtenu en refroidissant 1’échantillon. L’écart
augmente proportionnellement a la concentration en magnésium, signe d’une dégradation

de I’ARN.

Tableau 2.4 : Valeurs des températures de Le fragment est par contre
fusion et exemples de profils obtenus pour le

fragment F3, progressivement stabilisé par des

concentrations croissantes en néomycine

MgCl, Néomycine Tm Profil
(mM) (mM) o . (Tableau 2.4 ; Figure 2.14). Ainsi, il
0.1 - hystérese b semble prometteur d’effectuer les tests
0,1 10x 10* 51 c
0.1 40x 10* 54 d de cristallogénése en présence d’un
0,1 0,75 83 e (1° profil),
f (2° profil) exces de néomycine par rapport au
5,0 - hystérese ]
150 - hystérése fragment d’ARN (rapports stoechio-
150 1,5 hystérese L.
150 30 hystérese métriques 5:1 ou 10:1).
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Figure 2.13 : Courbes de fusion obtenues popur le fragment
F3 (la correspondance des lettres est indiquée dans le
tableau 2.4).

Les fléches indiquent les courbes obtenues en chauffant.

04 |

02 L

0 20 10 60 80 100
T (°C)
Figure 2.14 : Fraction de molécules a I'état
déplié (o) en fonction de la température.
La correspondance des lettres ainsi que les valeurs de Tm

(mesurées en abscisses pour a=0,5) sont indiquées dans le
tableau 2.4.
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3) Résultats des expériences par PAGE

Deux solutions de renaturation sont réalisées, I’une avec le fragment F2 et ’autre avec
le fragment F3, dans un rapport néomycine : ARN de 7:1. Ces solutions sont portées a
95°C dans un bloc chauffant pendant 30 min, maintenues a 95°C pendant 5 min ou 30 min,
puis refroidies lentement (= 2h) jusqu’a température ambiante. Une PAGE dénaturante est
ensuite effectuée. Le gel montre que le protocole de renaturation utilisé dégrade I’ARN,
méme au bout de 5 min a 95°C (Figure 2.15). Il est possible que les groupements amines
de la néomycine soient responsables de réactions de catalyse acido-basique induisant une
coupure de I’ARN, comme c’est le cas pour d’autres systemes ARN/aminoglycosides
(Earnshaw et Gait 1999 ; Westhof 1999). L’observation d’une dégradation entre en
contradiction avec les mesures de températures de fusion qui indiquent une importante

stabilisation de I’ARN en présence d’aminoglycoside.

En conclusion de ces études, il apparait que le complexe ARN/néomycine est fragile en
solution. L’ ARN se dégrade lorsqu’il est chauffé en présence de néomycine. La néomycine
est moins efficace apres avoir été chauffée en présence de I’ARN, ce qui peut suggérer
qu’elle se dégrade elle-aussi. C’est pourquoi il apparait plus judicieux de chauffer ’ARN a
une température inférieure a 95°C et de n’ajouter
I’aminoglycoside qu’a une température de 37°C,

dans un rapport stoechiométrique néomycine/ ARN

(5:1) par exemple. Aucune dégradation n’est —— ———
1 : Oligoribonucléotide 2.1
£ £ . £ 3 o 2 : QOligoribonucléotide 2.2
observée pour des échantillons portés a 45°C s F,e?gmem F2 renaturé en présence de néo-
mycine (5 min a 95°C)
pendant 3 min puis a 22°C pendant 10 minutes 4 : Fragment F2 renaturé en présence de néo-
mycine (30 min a 95°C)
) , ) L. 5 : Oligoribonucléotide 3.1
avant ajout de la néomycine. Des expériences de 6 : Oligoribonucléotide3.2
7 : Fragment F3 renaturé en présence de néo-
retard sur gel ont aussi été effectuées avec 10 uM 8:?,’;;',?;,(,? P e présence de néo-
mycine (30 min & 95°C)

de fragment Al en présence de 10 et 100 uM de Figure 2.15 : Analyse par PAGE
néomycine (45s a 90°C, puis 2 min a 4°C, puis 8 apres renaturation.

min a 27°C) dans une solution tampon contenant 3 mM MgCl,. Un déplacement de bande
a été observé entre les simples et doubles brins, mais pas entre les doubles brins en

présence ou non de néomycine (non représenté).
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D. Cristallisation et premiers essais de diffraction
1) Cristallogénése du fragment F3

Au cours d’un stage antérieur au Diplome d’Etudes Approfondies effectué au
laboratoire, une matrice de 24 conditions de cristallisation rassemblant les parametres
importants pour la cristallisation des ARN avait été établie a partir d’'une analyse
bibliographique (Masquida et Westhof 1999). Une matrice similaire a été appliquée a la
cristallisation du fragment F3 en présence de néomycine par diffusion de vapeur en goutte
suspendue (Tableau 2.5). Cette matrice comprend quatre agents cristallisants, chacun testé
a deux concentrations différentes, ainsi que des ions mono- (NaCl) et divalents (MgCl,).
La solution est tamponnée par 50 mM de cacodylate de sodium a un pH légeéremement
acide (pH=6,0). Trois solutions de renaturation ont été préparées a température ambiante,
contenant : 1,5 mM brin 3.1/1,5 mM brin 3.2/0,1 mM MgCl,/0,75, 1,5 ou 3 mM de sulfate
de néomycine, testant ainsi trois rapports néomycine/fragment F3 (1:2, 1:1 et 2:1), tout en
évitant une concentration élevée en magnésium qui pourrait inhiber la fixation de

I’aminoglycoside au site A (Famulok et Hiittenhofer 1996).

Des précipités ont €té obtenus pour les conditions B6 (immédiatement), B3 a B6 (apres
un jour), puis pour toute la rangée (apres 4 jours). Aucune évolution des gouttes n’a été

observée pour les autres conditions
Tableau 2.5 : Matrice de conditions de cristallisation
appliquée au fragment F3.

Chaque condition comprend 5 mM NaCl et 0,1 mM MgCl,
(Néo=néomycine). Les volumes des gouttes sont de 1,2 u (solution
du complexe F3/néomycine)+1,2 ul (solution de cristallisation) pour
des concentrations en néomycine de 0,75 et 1,5 mM et de 1 ul+1 ul
dans les autres cas. Les réservoirs ont pour volume 500 ul. Les
conditions en MPD sont effectuées avec 60% MPD dans le réservoir.

La température de cristallisation est 22°C.
La condition ayant donné un cristal est indiquée en gras.

(gouttes claires), sauf pour la
condition D2 : une espece ap-
paremment cristalline de dimen-
sion légerement inférieure a

100 um est apparue au bout de

4 jours. Des essais de diffraction A B C D
1 | MPD15% | PEG40010% | SLil.6M SA15M
n’ont pas permis de déterminer la Néo 075 mM | Néo0,75 mM | Néo0,75mM | Néo 0,75 mM
5 | MPD15% | PEG40010% | SLil,6M SA15M
nature de ce Cristal. Néol,5 mM Néo 1,5 mM Néo 1,5 mM Néo 1,5 mM
3 | MPD15% | PEG40010% | SLil6M SA15M
Néo 3,0 mM Néo 3,0 mM Néo 3,0 mM Néo 3,0 mM
4 | MPD30% | PEG40020% | SLil9M SA20M
Néo 0,75 mM | Néo075mM | Néo075mM | Néo 0,75 mM
5 | MPD30% | PEG40020% | SLil9M SA20M
Néo 1,5 mM Néo 1,5 mM Néo 1,5 mM Néo 1,5 mM
6 | MPD30% | PEG40020% | SLil9M SA20M
Néo 3,0 mM Néo 3,0 mM Néo 3,0 mM Néo 3,0 mM
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2) Cristallogénese des fragments F3 et Al

Les premiers essais de cristallisation exposés ci-dessus ont encouragé les études de
renaturation décrites au paragraphe I.C. Suite aux résultats de ces études, les essais de
cristallisation suivants ont été effectués avec les fragments F1, F3 et Al. Une solution
contenant 1 mM de chaque fragment et 0,1-2,0 mM MgCl,/ est chauffée a 45°C pendant 3
min puis laissé a 22°C pendant 10 min avant ajout de sulfate de néomycine. L’ajout de
néomycine au fragment F1 dans un rapport néomycine/ARN (5:1) provoque une
précipitation. Une précipitation similaire est observée lors de I’ajout de néomycine aux
fragments F3 et A1 dans des rapports respectifs de 2,2:1 et 1:1, mais cette précipitation est
éliminée apres une légere dilution et un chauffage a 37°C pendant quelques minutes. Une
matrice de conditions en kit, la matrice Natrix© (Hampton Research®), est finalement
réalisée a 22°C en entier avec le fragment Al (0,8 mM ARN/0,8 mM néomycine) et de
maniere clairsemée (uniquement les conditions ne contenant pas de solvant organique)
avec le fragment F3 (0,9 mM ARN/1,9 mM néomycine). Cette matrice rassemble 48
conditions ayant déja donné des cristaux pour des complexes ARN/protéine ou
ARN/ligand (Tableau 2.6). Outre les variations de types et de concentrations en agents
cristallisants et en additifs, cette matrice propose un criblage du pH, de 5,6 a 8,5. Cette
approche est intéressante dans I’étude d’un complexe ARN/antibiotique dépendant
fortement du nombre de groupements aminés protonés. Des précipités ont été observés
immédiatement ou au bout d’une semaine dans la majorité des conditions, exceptées les
conditions n°8, 11, 21, 30, 34, 35 et 40. Les conditions n°11, 30 et 40 contiennent du
sulfate d’ammonium ou de lithium, et se rapprochent ainsi de la condition ayant produit un

cristal lors des premiers essais (§1.D.1.).
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Tableau 2.6 : Matrice de 48 conditions Natrix©.

Le numéro référencant chaque condition est indiqué en début de chaque colonne, et encadré en rouge pour les conditions n‘ayant

pas précipité.

Les volumes des gouttes réalisées sont de 1,2 ul (solution du complexe Al/néomycine)+1,2 ul (solution de cristallisation) et de 1

ul (solution du complexe F3+néomycine)+1 ul (solution de cristallisation).

Sel

0.01 M Magnesium Chloride
0.01 M Magnesium Acelate
0.1 M Magnesium acetate
0.2 M Potassium Chleride, 0.01 M Mg Sulfate
0.2 M Potassium Chloride, 0.01 M Mg Chloride
0.1 M Ammonium Sulfate, 0.01 M Mg Chloride
7. 0.02 M Magnesium Chloride
0.1 M Ammonium Acetate, 0.005 M Mg Sulfate
9. 0.1 M Potassium Chloride, 0.01 M Mg Chloride
10. 0.005 M Magnesium Sulfate
0.01 M Magnesium Chlcride
12. 0.01 M Magnesium Sulfate
13, 0.015 M Magnesium Acetate
14. 0.1 M Petassium Chloride, 0.025 M Mg Chloride
15. 0.04 M Magnesium Chloride
16. 0.04 M Magnesium Acetate
17. 0.2 M Potassium Chloride, 0.01 M Ca Chloride
18. 0.01 M Magnesium Acetate
19. 0.01 M Magnesium Sulfate
20. 0.1 M Ammonium Acetate, 0.015 M Mg Acetate
21.] 0.2 M Paotassium Chloride, 0.005 M Mg Chloride
22. 0.08 M Magnesium Acetate
23. 0.2 M Patassium Chloride, 0.01 M Mg Chloride
24. 0.2 M Ammonium Acetate, 0.01 M Ca Chloride
25. 0.08 M Magnesium Acetate
26. 0.2 M Potassium Chloride, 0.1 M Mg Acetate
27. 0.2 M Ammonium Acetate, 0.01 M Mg Acetale
28. 0.05 M Magnesium Sulfate Aqg.
29. 0.01 M Magnesium Chloride
30, 0.01 M Magnesium Chloride
31. 0.005M Magnesium Chlaride
32. 0.2 M Potassium Chloride, 0.01 M Mg Chloride
33. 0.2 M Ammonium Chloride, 0.01 M Mg Chlaride

0.1 M Potassium Ghloride, 0.005 M Mg Sulfate Aqg.

35.] 0.1 M Potassium Chloride, 0.01 M Mg Chloride
36. 0.1 M Potassium Chloride, 0.01 M Ca Chloride

37. 0.2 M Potassium Chloride, 0.025 M Mg Sulfate Aq.

38. 0.2 M Ammonium Acetate, 0.15 M Mg Acetale
39. 0.1 M Ammonium Acetate, 0.02 M Mg Chloride
0.01 M Magnesium Chloride

41. 0.1 M Potassium Chloride, 0.015 M Mg Chloride
42. 0.01 M Magnesium Chloride

43, 0.05 M Ammonium Acetate, 0.01 M Mg Chicride
44. 0.2 M Potassium Chloride, 0.05 M Mg Chloride
45. 0.025 M Magnesium Sulfate Aqg.

46. 0.005 M Magnesium Sulfate Aqg.

47. 0.1 M Potassium Chloride, 0.01 M Mg Chloride
48. 0.2 M Ammonium Chloride, 0.01 M Ca Chleride

NG w2

Tampon

0.05MMESpH 56
0.05 MMESpH 5.6
0.05 MMES pH 56
0.05 MMES pH 56
0.05MMESpH 56
0.05MMESpH 56
0.05MMESpHE.0
0.05 MMESpHE.0
0.05MMESpHEO

. 0.05M MES pH 6.0

0.05 M Sodium Cacodylate pH 6.0

. 0.05M Sedium Cacodylate pH 6.0
. 0.05 M Sadium Cacodylate pH 6.0
. 0.05M Sodium Cacodylate pH 6.0
. 0.05M Saodium Cacodylate pH 6.0
. 0.05M Sodium Cacodylate pH 6.0
. 0.05M Sodium Cacodylate pH 6.0
. 0.05 M Sodium Cacodylate pH 6.5
. 0.05M Sodium Cacodylate pH 6.5
. 0.05M Sedium Cacodylate pH 6.5
. 0.05 M Sadium Cacodylate pH 6.5
. 0.05 M Sodium Cacodylate pH 6.5
. 0.05M Saodium Cacodylate pH 6.5
. 0.05M Sodium Cacodylate pH 6.5
. 0.05M Sodium Cacodylate pH 6.5
. 0.05 M Sodium Cacodylate pH 6.5
. 0.05M Sodium Cacodylate pH 6.5
. 0.05 M HEPES -NapH 7.0

. 0.05M HEPES -Na pH 7.0

30.
. 0.05M HEPES - NapH 7.0
. 0.05M HEPES -NapH 7.0
. 0.05M HEPES -NapH 7.0
34.
. 0.05 M HEPES-NapH 7.0
. 0.05 M HEPES-NapH 7.0
37.
. 0.05 M HEPES -NapH 7.0

. 0.05M HEPES - NapH 7.0

. 0.05M Tris Hydrochloride pH 7.5
. 0.05M Tris Hydrochloride pH 7.5
. 0.05M Tris Hydrochloride pH 7.5
. 0.05M Tris Hydrochloride pH 7.5
. 0.05 M Tris Hydrochloride pH 7.5
. 0.05M Tris Hydrochloride pH 8.5
. 0.05M Tris Hydrochloride pH 8.5
. 0.05M Tris Hydrochloride pH 8.5
. 0.05M Tris Hydrochloride pH 8.5

0.05M HEPES -NapH 7.0

0.05M HEPES-NapH 7.0

0.05M HEPES-NapH 7.0

L

P2 B2 P DD DD R MR R R = = — s s s O
WO o~ kW OO~ s wh 2O

Agent cristallisant

2.0 M Lithium Sulfate monohydrate
2.5 M Ammonium Sulfate

20% viv 2-Methyl-2 4-pentanediol
10% viv Polyethylene Glycol 400
5% wiv Palyethylene Glycol 8000
20% whv Polyethylene Glycol 8000
15% viv iso-Propanal

0.6 M Sodium Chloride

10% viv Polyethylene Glycol 400

. 5% wiv Polyethylene Glycol 4000

. 1.0 M Lithium Sulfate monohydrate
. 1.8 M Lithium Sulfate monohydrate
. 1.7 M Ammonium Sulfate

. 15% viv iso-Propanol

. 5% viv 2-Methyl-2,4-pentanediol

. 30% viv 2-Methyl-2 4-pentanediol

. 10% wiv Polyethylene Glycol 4000
. 1.3 M Lithium Sulfate monohydrate
. 2.0 MAmmonium Sulfate

. 10% viv iso-Propanol

. 10% wiv 1,6 Hexanediol

. 15% viv Palyethylene Glycol 400

. 10% whv Polyethylene Glycol 4000
. 10% wh Polyethylene Glycol 4000
. 30% wiv Polyethylene Glycol 4000
. 10% wiv Polyethylene Glycol 8000
. 30% wiv Polyethylene Glycol 8000
. 1.6 M Lithium Sulfate monohydrate
. 4.0 M Lithium Chloride anhydrous
30.
31,
32,
33
34,
35
36.
37
38.
39.
40.
41,
. 5% Vviv iso-Propanol
43.
44,
45.
46.
47.
48.

1.6 M Ammonium Sulfate

25% viv Polyethylene Glycol Monomethyl Ether 550
20% wiv 1,6 Hexanediol

30% whv 1,6 Hexanediol

15% viv 2-Methyl-2 4-pentanediol

5% viv Polyethylene Glycol 400

10% viv Polyethylene Glycol 400

20% viv Polyethylene Glycol 200

5% wiv Polyethylene Glycol 4000

5% wiv Polyethylene Glycol 8000

1.6 M Ammonium Sulfate

10% viv Polyethylene Glycol Monomethyl Ether 550

10% viv 2-Methyl-2 4-pentanediol
10% wiv Palyethylene Glycol 4000
1.8 M Ammonium Sulfate

35% wiv 1,6 Hexanediol

30% viv Polyethylene Glycol 400
30% wiv Polyethylene Glycol 4000

3) Cristallogénese du fragment A3

(a) Fragment A3 synthétisé au laboratoire et purifié par HPLC

Apres purification par HPLC, I’obtention de 1 mg de fragment A3, appartenant a la sé-

rie n°3 (synthese exécutée au laboratoire), a permis d’effectuer une série de nouveaux es-

sais de cristallogénese directement inspirés par les conditions de cristallisations des molé-

cules d’ARN (Masquida et Westhof 1999), comme précédemment, mais aussi par celles
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ayant permis la cristallisation de molécules d’ADN complexées a des petites molécules
organiques. Au commencement de cette étude, I’essentiel des informations structurales de
complexes entre des oligoribonucléotides (le plus souvent des aptameres) et des petites
molécules (en plus des aminoglycosides) telles que I’AMP (Jiang, et al. 1996 ; Lin et Patel
1997), I’arginine et la citrulline (Yang, et al. 1996), la FMN (Fan, et al. 1996), I’ATP
(Dieckmann, et al. 1996), la théophylline (Zimmermann, et al. 1997), provenait d’études
par RMN. Seulement quelques structures cristallographiques de petites molécules liées a
une molécule d’ARN était connues : celles d’un agent mutagene intercalant, la proflavine,
liée a différents dimeres de nucléotides (Shieh, et al. 1982 ; Swaminathan, ef al. 1982), et
celles d’agents antibactériens, antiviraux et antitumoraux tels la nétropsine et la distamy-
cine A liés 2 ’ARNt™ (Rubin et Sundaralingam 1984). Cependant, la chimie de synthése
de I’ADN ne souffrant pas des problemes li€s a la protection du groupement O2’ des molé-
cules d’ARN, son développement avait permis des les années 1970 un essor des études
cristallographiques de petites molécules interagissant avec des oligodésoxyribonucléotides
(Berman et Young 1981 ; Neidle et Berman 1983 ; Neidle, et al. 1987). Plusieurs structures
cristallographiques avaient ainsi pu €tre obtenues pour des ligands interagissant dans le
petit sillon par des groupements chargés positivement (souvent des groupements guanidi-
nium) : la nétropsine (Kopka, et al. 1985a ; Kopka, et al. 1985b), la distamycine A (Chen,
et al. 1994 ; Kopka, et al. 1985b), la triostine A (Wang, et al. 1984 ; Wang, et al. 1986), la
daunomycine (Wang, et al. 1987), I’agent Hoechst 33258 (Pjura, et al. 1987 ; Quintana, et
al. 1991), le fluorochrome DAPI (Larsen, et al. 1989).

Les compositions des différentes solutions utilisées pour la résolution de ces structures,
par cristallographie et par RMN, ont été compilées (Tableaux 2.7 et 2.8). Cette compilation
a été mise en regard de celle publiée pour les structures cristallographiques
d’oligoribonucléotides (Masquida et Westhof 1999). Il est ressorti de cette analyse que
I’agent cristallisant le plus souvent utilisé est le 2,4-méthylpentanediol (MPD), a une
concentration dans la goutte de 1,5 a 24 fois inférieure a celle du réservoir. Le tampon est
le plus souvent du cacodylate de sodium a un pH neutre (pour les complexes d’ADN) ou
légerement acide (pour les complexes d’ARN), et contient des ions mono- et divalents.
L’ARN est a une concentration supérieure ou égale a 1 mM. La température de cristallisa-
tion est en général de 4°C pour les complexes d’ADN alors qu’elle est de 20°C ou supé-
rieure a 30°C pour les molécules d’ARN. Une matrice de conditions de cristallisation a été

construite a partir de ces comparaisons (Tableau 2.9).
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Tableau 2.7 : Compilation des compositions des solutions utilisées pour les résolutions
cristallographiques de structures de complexes ADN ou ARN/ligands antérieures a 1998.

Structure

Composition de la
goutte

Composition du
réservoir
Structures cristallographiques de complexes ARN/ligands

Référence

CpA et UpG/Proflavine

CpA:UpG:Proflavine (1:1:3)

Aggarwal, et al. 1984

1 mM spermine

10 mM Na cacodylate pH=6,5
12,5% MPD

5°C

0,17 M SA
ARNt"™/Nétropsine ou 5 mg ARNt™ Rubin, et al. 1984
distamycine A 10 mg MgCl,

Structures cristallographiques de complexes ADN/ligands

d(CGCGAATT®'CGCG),/
Nétropsine

0,3 mM ADN

0,6 mM nétropsine

6,3 mM Mg(OAc),

0,3 mM hydrochlorure de
spermine

10% MPD

4°C

32,5% MPD

Kopka, et al. 1985

d(ICICICIC),/
Distamycine A

0,3 mM ADN (simple brin)

1 mM distamycine A

20 mM MgCl,

20 mM Na cacodylate pH=7,0
2.,5% MPD

Température ambiante

60% MPD

Chen, et al. 1994

d(GCGTACGCQC),/
Triostine A

1,2 mM ADN (double brin)

1, mM triostine A (dans
MeOH/CHCl; 1:1)

8 mM MgCl,

10 mM NaCl

1 mM spermine

20 mM Na acétate pH=4,5

12% MPD

30% MPD

Wang, et al. 1984

d(GCGTACGCQC),/
Triostine A

2,0 mM ADN (double brin)

1,5 mM triostine A (dans
MeOH/CHCI, 1:1)

10 mM MgCl,

20 mM Na cacodylate pH=7,0
5% MPD

35% MPD

Wang, et al. 1986

d(CGTACG),/
Daunomycine

2,0 mM ADN (simple brin)
2,0 mM daunomycine

15 mM MgCl,

10 mM spermine

30 mM Na cacodylate pH=6,5
5% MPD

30% MPD

Wang, et al. 1987

d(CGCGAATTCGCG),/
Hoechst 33258

0,21 mM ADN (double brin)
0,21 mM Hoechst 33258

5,38 mM Mg(OAc),

0,21 mM spermine-acétate
pH=7,0

20% MPD

32,5% MPD

Pjura, et al. 1987

d(CGCGAATTCGCG),/
Hoechst 33258

0,22 mM ADN (double brin)
0,22 ou 0,44 mM Hoechst
33258

5,0 mM Mg(OAc),

0,5 mM spermine-HCI pH=6,9
15% MPD

4°C

32,5% MPD

Quintana, et al. 1991

d(CGCGAATTCGCG),/
DAPI

0,28 mM ADN

0,23 DAPI.2HCI

5,38 mM Mg(OAc),

0,22 mM spermine-HCI pH=7,0
20% MPD

4°C

40% MPD

Larsen, et al. 1989

Toutes ces expériences de cristallisation ont été effectuées

I’ARNt™, réalisée par cristallisation en batch.

en diffusion de vapeur, sauf celle du complexe contenant
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Tableau 2.8 : Compilation des compositions des solutions utilisées pour
les résolutions par RMN de structures de complexes ARN/ligands

Structure
ASR-27/Paromomycine

antérieures a 1998.

Composition de I’échantillon
3et4,5mM ARN

10 mM Na phosphate pH=5,5 ou 6 4
25,35 et 45°C

Référence

Fourmy, et al. 1996 ;
Fourmy, et al. 1998

Aptamere I/Tobramycine

10 mM phosphate pH=6,8

Jiang, et al. 1996

Aptamere II/Tobramycine

10 mM phosphate pH=6,1

Jiang, et al. 1998

Aptamere/ AMP

2-3 mM complexe
0,2 mM EDTA
10 mM Na phosphate pH=6,7

Jiang, et al. 1996

Aptamere/Citrulline
Aptamere/Arginine

1-2 mM ARN

2-4 mM ligand

60 mM NaCl pH=6,7
5,13 et 20°C

Yang, et al. 1996

Aptamere/FMN

2-4 mM ARN

2-4 mM FMN

2-4 mM MgCl,

150 mM NaCl

0,1 mM EDTA

10 mM Na phosphate pH=6,5

Fan, et al. 1996

Aptamere/ATP

0,5-1,6 mM ARN
100 mM NaCl
pH=6,0

Dieckmann, et al. 1996

Aptamere/Théophylline

3 mM complexe (1:1)

2 mM MgCl,

30 mM NaCl

20 mM Na phosphate pH=6,8

Zimmermann, et al. 1997

Tableau 2.9 : Matrice construite a partir des conditions d'études structurales
de complexes ADN- et ARN/ligands et appliquée a la cristallisation du complexe

fragment A3/paromomycine.

Chaque condition comprend 100 mM NaCl (Par=paromomycine) et 50 mM Na cacodylate pH=5,6
(fond blanc) ou pH=6,4 (fond gris). Les volumes des gouttes réalisées sont de 1 ul (solution du
complexe A3/paromomycine)+1 ul (solution de cristallisation).Les réservoirs contiennent 500 ul de

60% MPD.
1 2 3 4 5 6
A 5% MPD 10% MPD 15% MPD 20% MPD 25% MPD 30% MPD
2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par
B 5% MPD 10% MPD 15% MPD 20% MPD 25% MPD 30% MPD
4 mM Par 4 mM Par 4 mM Par 4 mM Par 4 mM Par 4 mM Par
C 5% MPD 10% MPD 15% MPD 20% MPD 25% MPD 30% MPD
2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Parl 2 mM Par 2 mM Par
D 5% MPD 10% MPD 15% MPD 20% MPD 25% MPD 30% MPD
4 mM Par 4 mM Par 4 mM Par 4 mM Par 4 mM Par 4 mM Par
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Plusieurs facteurs ont permis d’éviter la formation de précipités lors de la préparation
des solutions de renaturation de complexes « fragment d’ARN »/aminoglycoside :

* préparation d’une solution contenant 1 mM fragment d’ARN/25 mM NaCl/10
mM MgSO,/100 mM Na cacodylate (pH=5,6 ou 6 4),

* chauffage de cette solution a 85°C pendant 2 min,

* refroidissement lent (2h) jusqu’a 37°C,

* ajout de paromomycine au lieu de néomycine (la paromomycine possede un
groupement ammonium de moins que la néomycine), dans un rapport
ARN/paromomycine de 1:1 ou 1:2, préalablement dissoute dans une solution
contenant 50 mM Na cacodylate de méme pH (pH=5,6 ou 6,4)/25 mM NaCl/0-
10 mM MgSO,,

* incubation pendant 5 min a 37°C,

* refroidissement lent (3h) jusqu’a 22°C.

La matrice de conditions de cristallisation
en MPD est réalisée pour le fragment A3 aux
pH 5,6 et 64, a 22°C et a 37°C. Des
précipités sont immédiatement observés dans
toutes les gouttes a pH 5,6 et dans celles a pH
6,4 en présence de 4 mM paromomycine

(rapport 1:2 ARN/paromomycine). De 1égers

précipités sont observés a pH 6,4 pour 2 mM

Figure 2.16 : Premiers micro-cristaux
obtenus pour le complexe fragment

A3/paromomycine. subsistent a 23°C mais se transforment (au

paromomycine. Ces légers précipités

bout de deux semaines) en assemblages micro-cristallins a 37°C (Figure 2.16). Les essais

de cristallographie entrepris ne permettent pas de déterminer la nature du cristal.

Des essais de ciblage de meilleures conditions sont entrepris, uniquement a 2 mM
paromomycine, aux pH 6,4 et 7,0, a 37°C (Tableau 2.10). Les gouttes restent claires ou
contiennent des séparations de phases, avec apparition de micro-oursins dans certains cas
(A1, A3, B1, B2, D1, D4-D6). Pour obtenir des cristaux de meilleure qualité, il apparait
important de trouver des conditions qui ne favorisent pas la séparation de phases. En effet,
s'il se produit une séparation de phases, il est impossible de contrdler la concentration en

ARN dans la goutte.
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Tableau 2.10 : Matrice d'affinement des conditions de cristallisation du
complexe A3/paromomycine.

Chaque condition comprend 50 mM Na cacodylate pH=6,4 (fond blanc) ou pH=7,0 (fond gris). Les
volumes des gouttes réalisées sont de 1 ul (solution du complexe A3/paromomycine)+1 ul (solution
de cristallisation). La composition des réservoir de 500 ul est indiquée en italique.

1 2 3 4 5 6
5% MPD 2,5% MPD 3,5% MPD 5% MPD 5% MPD 2,5% MPD
2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par
100 mM NaCl | 100 mM NaCl | 100 mM NaCl | 100 mM NaCl | 100 mM NaCl | 100 mM NaCl
60% MPD 60% MPD 60% MPD idem 30% MPD 30% MPD
5% MPD 10% MPD 15% MPD 2,5% MPD 4% MPD 5% MPD
2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par
100 mM NaCl 100 mM KCl 100 mM NaCl | 100 mM NaCl 100 mM KCl 100 mM KCl
60% MPD 60% MPD 1 mM spermine | 1 mM spermine | 1 mM spermine | 1 mM spermine
60% MPD 60% MPD 60% MPD 60% MPD
3% MPD 5% MPD 10% MPD 3% MPD 5% MPD 10% MPD
2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par
100 mM NaCl | 100 mM NaCl | 100 mM NaCl 100 mM KCl 100 mM KCl 100 mM KCl
30% MPD 30% MPD 30% MPD 30% MPD 30% MPD 30% MPD
3% MPD 5% MPD 10% MPD 3% MPD 5% MPD 10% MPD
2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par
100 mM NaCl | 100 mM NaCl | 100 mM NaCl 100 mM KCl 100 mM KCl 100 mM KCl
1 mM spermine | 1 mM spermine | 1 mM spermine [ 1 mM spermine | 1 mM spermine [ 1 mM spermine
30% MPD 30% MPD 30% MPD 30% MPD 30% MPD 30% MPD

(b) Fragment A3 commandé et purifié par PAGE

L’obtention de fragments résultant de syntheése de meilleure qualit¢é commandé chez
Dharmacon Research Inc., suivie d’une purification par PAGE a permis I’apparition
d’oursins ou d’étoiles puis de plaquettes (souvent empilées ou en bouquets, typiques de la
cristallisation d’ARN (Holbrook, et al. 2001) en présence de solutions de cristallisation
contenant 2 mM de paromomycine/1,5-5% MPD/1-2% glycérol/100-250 mM NaCl/0-10
mM MgSO,/50 mM Na cacodylate pH 6.4, contre 500 ul de 40-60% MPD dans le
réservoir (croissance en 3 jours, a
37°C) (Figure 2.17a-c). Toutefois,
c’est bien la méthode de purification
qui est discriminante, car des
plaquettes similaires ont pu par la
suite &tre obtenues avec des

oligoribonucléotides synthétisés au

laboratoire et purifiés par PAGE

(Figure 2.17d). D’autre part, aucun

Figure 2.17 : Plaquettes de différentes tailles et
différentes directions de croissance, obtenues pour le
complexe fragment A3/paromomycine a partir de
I'oligoribonucléotide commercial (a-c) ou synthétisé
au laboratoire (d).

cristal n’a ét€ obtenu en absence de
paromomycine, ni en présence de

spermine.
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Figure 2.18 : Premier cliché de diffraction
obtenu pour un complexe fragment
A3/paromomycine.
La résolution en bord de disque est de 3,0 A.

premier cliché a donné des parameétres de
maille appartenant au groupe ortho-
rhombique, avec a=334 A, b=47.3 A,

c=103,0 A, et une mosaicité de 0,9°.

D’autres essais de diffraction ont été
effectués a I’aide du diffractometre Enraf
Nonius disponible au laboratoire. Des
clichés ont été enregistrés pour des
expositions de 40 min/image, avec une
oscillation de 0,5 ° ou 1°, pour différents
angles ¢ (0, 90°). 50° d’espace a 0,5°
d’oscillation ont été enregistrés, mais les
taches étant de faible intensité (environ deux
fois le bruit de fond), le programme DENZO
(Otwinowski et Minor 1996) n’est pas
capable d’indexer et donc de traiter le jeu de
données. D’autres essais ont été entrepris
avec des temps d’exposition de 1 h, mais
sans succes. Un test de spectrométrie

MALDI-TOF effectué avec un cristal lavé
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Des plaquettes et des morceaux de
plaquettes provenant de bouquets ont été
cryo-congelés dans des solutions de méme
composition que celles ayant servi a la
cristallisation, mais contenant 40-60%
MPD et 0 ou 10% glycérol. Ces cristaux
ont été testés a I’ESRF (Grenoble) sur la
ligne BM30 (A=0,9743 A). Une
exposition de 10s/image, avec une
oscillation de 1°, pour un angle =90° a
permis [’obtention d’un cliché de
diffraction avec 3,0 A comme limite de

résolution (Figure 2.18). L’analyse de ce

a).
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Figure 2.19 : Spectres MALDI-TOF
effectués sur un cristal de complexe
A3/paromomycine lavé puis dissous dans
I'eau.

Du fait de la présence de peu de matériel et d'une
importante proportion de sels, le rapport signal/bruit est
faible. Certains pics observés correspondent au brin A3
liant deux molécules de paromomycine (PM=8262,5
g/mol), a la paromomycine toute seule (PM=615,6
g/mol), mais aucun pic n‘est observé pour le complexe
intact fragment A3/paromomycine (PM=15293,8 g/mol).
Le calibrant utilisé est le cytochrome C.
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puis dissous apres plusieurs trempages dans de 1’eau a permis de confirmer la présence de
paromomycine dans le cristal (sans toutefois pouvoir certifier sa fixation au site A) (Figure

2.19).

4) Optimisation des conditions de cristallisation

En attendant de pouvoir effectuer un enregistrement complet sur ligne de rayonnement
synchrotron, une optimisation des conditions de cristallisation a été entreprise afin de

chercher a obtenir des cristaux autres que des plaquettes.

(a) Diminution de la vitesse de croissance cristalline

Afin de ralentir la croissance,
d’autres températures de cristallisation
ont été testées. A 4°C, I’ensemble des
conditions a provoqué la formation de

précipités et a 21°C, quelques

Figure 2.20 : Oursins obtenus a partir de précipité = conditions ont produit des précipités
(a) et cristaux obtenus en présence d’agarose (b). . . . . .
qui donnerent eux-mémes naissance a

des oursins apres 2 semaines (Figure 2.20a). Des gouttes en présence de concentrations de
0,3-0,8% d’agarose ont aussi été posées. Des plaquettes de formes légerement différentes

sont apparues apres 1 jour (Figure 2.20b).

(b) Plan factoriel incomplet

La premiere méthode d’optimisation
Tableau 2.11 : Niveaux des facteurs

testée a été€ un plan factoriel incomplet sélectionnés pour le plan factoriel incomplet.
Gl | [T
Andreas Werner, étudiant de 1’Ecole

. ) ) [A3] (mM) 08 | 09| 10 | 11 ] 12
Supérieure de Biotechnologie de [MPD] (%) 15 | 25| 35 | 45 | 60

[MPD rés.] (%) 20 30 40 50 60
[glycerol] (%) 10 1,5 20 2.5 30
[NaCl] (mM) 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Strasbourg en stage au laboratoire. Cette

méthode a été utilisée a I’origine dans
I’industrie pour optimiser les protocoles de fermentation. Cinq facteurs (les concentrations
en ARN, MPD, glycérol, NaCl dans la solution de cristallisation et en MPD dans le
réservoir) ont été pris en compte car les réles qu’ils jouent dans les processus de
cristallisation sont considérés comme majeurs. Pour chacun de ces facteurs, cinq niveaux

ont été définis dans un espace raisonnable de valeurs autour d’une valeur centrale
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représentant la condition de référence (Tableau
(0, 0,+01) . L. . .
(+1+1.41) 2.11). Ce choix était délicat car il repose sur une
11+ (11,41 ) . .
analyse visuelle subjective de la qualité des
0+

(+0, 0,0)

cristaux obtenus précédemment. La matrice de
conditions comprend les 16 combinaisons des

niveaux +1 et —1(la concentration en NaCl n’étant

pas prise en compte), les combinaisons a=+2 ou

(0, 0,-cr)

. o -2 réalisées six fois et la combinaison centrale o.=0
Figure 2.21 : Espace des conditions

explorées par un plan incomplet
centré, avec trois facteurs testés sur
cing niveaux (16 combinaisons).

réalisée trois fois comme contrdle de 1’expérience
(Figure 2.21). Des scores arbitraires ont été
attribués aux résultats sur une échelle de 0 a 60
(« 0 » pour une goutte claire et « 60 » pour une grande plaquette). Le programme
Mathematica 2.2 (Wolfram Research, Inc.) a été utilisé pour calculer une régression
linéaire entre les valeurs obtenues. Les valeurs optimales calculées par le programme sont :
1 mM A3/1,5% MPD/1% glycérol/150 mM NacCl pour la solution de cristallisation et
60% MPD pour le réservoir.

(c) Plan simplex

Ces valeurs ont été utilisées comme point de départ d’optimisation par une autre
approche, le plan simplex (Prater, et al. 1999), basée cette fois sur la variation de trois
variables : les concentrations en MPD dans la solution de cristallisation et dans le
réservoir, ainsi que le volume de la goutte. Ensuite, des combinaisons entre ces trois
variables, équidistantes au point de départ CO, ont été définies. Dans le cas de 3 variables,
I’espace des conditions couvert forme un tétracdre (Figure 2.22) de sommets CO, C1, C2,
C3. Une fois que les essais de cristallisation ont été effectués, on remplace la condition

ayant donné le plus mauvais résultat (ici C1) par la

C3@.q.p)

C2(q.p.q)

condition symétrique par rapport a I’hypersurface

formée dans ce cas par les trois autres sommets du

C4 (C2 discarded”

tétraedre (C4). Il s’agit alors de comparer aux

autres le résultat donné par cette nouvelle

C6 (CO discarded)

condition, en éliminant a nouveau la plus mauvaise €5 (€3 discarded)

Figure 2.22 : Espace des conditions
explorées par un plan simplex, avec
quatre combinaisons testées au
départ.

condition (C3), en la remplacant par son symétrique
(CS5), et ainsi de suite. Il est possible de changer la

taille de la variation des que 1’on s’approche d’un
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optimum. Ce plan simplex a permis une optimisation des conditions d’obtention de
plaquettes (Tableau 2.12, conditions C6). Fin septembre 2000, un jeu de données a été

enregistré pour le complexe fragment A3/paromomycine. La résolution est de 2,5 A.

Tableau 2.12 : Matrice et résultats du plan simplex.

Les concentrations constantes dans la solution de cristallisation sont 50 mM Na cacodylate (pH=6,4)/150 mM NaCl/1%
glycérol. Le trait blanc indique une longueur de 200 um.

Combinaisons C0 (0,0,0) C1 (p,9,q) C2 (q,p,q) C3 (q,9,p) C4->C0

[MPD](%) 15 0,56 126 126 0,56 2,13
[MPD rés.] (%) 50,0 535 64,2 535 64,2 583

Volume (1) 1+1 1,47+1,47 1,47+147 2.,89+2,89 2.,89+2,89 2,10+2,10

Résultat ' 9
Score
~ Combinaisons i B i B )

[MPD] (%) 095 1,75 1,66 1,96 1,58 1,04

[MPD rés.] (%) 40,6 57,6 65,0 493 559 524

1,12+1,12 0,93+0,93 0,66+0,66 1,47+1.47

Volume (1) 2,10+2,10 0,79+0,79
Résultat —

Score - +++ + +++ +++ +++
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a) [ 2mm paromomycine 2 mM paromomycine 2 mM paromomycine
1,5 % MPD 3,5 % MPD 1,5% MPD
2 % glycérol 2 % glycérol 1 % glycérol
150 mM NaCl 250 mM NaCl 50 mM NaCl
50 mM Na cacodylate pH 6,4 [ 50 mM Na cacodylate pH 6,4 | 50 mM Na cacodylate pH 6,4
40 % MPD (réservoir) 40 % MPD (réservoir) 40 % MPD (réservoir)

Figure 2.23 : Cristaux obtenus dans trois conditions-témoins (a) a partir de 1,0 mM de
fragment A3 (b), 1,0 mM de fragment A3.2 (c), 1,1 mM de fragment A3.3 (d) et 1,0 mM
de fragment A3.4 (e) complexés a la paromomycine.
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(d) Cristallisation de fragments de séquences différentes

Afin de tester I’effet de différentes variations de séquences sur la cristallisation, des
essais de cristallisation ont été entrepris pour un fragment similaire au fragment A3 mais
ne possédant pas la cytosine en 5’ (fragment A3.1 ; Figure 2.2). Des précipités ont été
observés dans les conditions testées. Des plaquettes de formes nettement moins
géométriques ainsi que des sphérulites ont toutefois été obtenus pour deux conditions
(parmi 12 testées) apres 5 jours. D’autres oursins sont apparus apres 17 jours dans une

autre condition.

Trois conditions donnant des plaquettes en présence de A3 (Figure 2.23a,b) ont été
sélectionnées et appliquées a des concentrations de 1,0 et 1,1 mM de trois autres fragments
différent du fragment A3 par leurs extrémités (fragments A3.2-A3.4 ; Figure 2.2). Des
plaquettes de formes, de tailles, et d’agencements variés ont été obtenues en 3 jours (Figure
2.23c-e). Ces résultats ont montré que 1’extrémité est importante pour la cristallisation,
mais que sa nature ne joue pas particuliecrement sur I’empilement cristallin. Des essais de
cristallisation d’un fragment similaire au fragment A3 mais comportant une Br’C en
position 2 de la séquence (fragment A3.5 ; Figure 2.2) ont été entrepris mais n’ont pas

permis I’obtention de cristaux.

5) Expériences de micro- et macro-ensemencement

Des expériences d’ensemencement ont été effectuées avec le fragment A3. Des gouttes
en état métastable (1,0 mM ARN/2,0 mM de paromomycine/3,5% MPD/2,0%
glycérol/150 mM NaCl/5,0 mM MgSO,/50 mM Na cacodylate pH 6,4) de volumes
1,0 wl+1,0 ul et 2,0 ul+2,0 ul ont été posées a 37°C contre des réservoirs contenant 500 ul
de 30-40% MPD. Apres équilibration pendant deux jours, une goutte a été ensemencée
avec un cristal de 100x50x10 um et
trois gouttes avec un poil de
moustache de chien préalablement

trempé dans une solution contenant

100 — des cristaux broyés a I’aide d’un outil

Figure 2.24 : Plaquettes obtenues par macro- (a)

. Hampton Research®. L’ensemen-
et micro-ensemencement (b).

cement a été réalisé a 21°C apres

-03 .
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Tableau 2.13 : Composition des quatre conditions-témoins.

Chaque goutte est formée de 1 ul (solution de renaturation : 1,0 mM ARN/2,0 mM aminoglycoside/75 mM Na cacodylate
(pH=6,4)/25 mM NaCl/10 mM MgS0.) + 1 ul (solution de cristallisation). Le trait blanc indique une longueur de 200 um.

~ Conditionn°l  Conditionn°2  Conditionn°3  Condition n°4
Solution de |2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par 2 mM Par
cristallisation | 1.5% MPD 2,5% MPD 1,5% MPD 3,5% MPD
2,0% Glycérol 2,0% Glycérol 1,5% Glycérol 2,0% Glycérol
150 mM NaCl 250 mM NaCl 150 mM KCl 250 mM KCl
50 mM Na cacodylate | 50 mM Na cacodylate | 50 mM Na cacodylate | 50 mM Na cacodylate
(pH=64) (pH=64) (pH=64) (pH=64)
Réservoir 40% MPD 40% MPD 40% MPD 40% MPD

Résultat

équilibration lente des gouttes de 37 a 21°C, puis les gouttes ont de nouveau été portées a
37°C. Au bout de trois jours, plusieurs cristaux ont été obtenus, mais toujours sous la
forme de plaquettes (Figure 2.24). D’autres essais en goutte assise, pour des volumes de

goutte similaires, ont donné naissance a des plaquettes de forme semblable.

E. Cristallisation de différents complexes

L’ensemble des expériences
d’optimisation a permis de trouver des
conditions de cristallisation du

fragment A3 permettant 1’obtention de

grandes plaquettes, souvent arrangées = 100 ym

. . Condition n°1 Condition n°4
en bouquets, atteignant une taille de = 20mMtobramycine 2,0 mM tobramycine
1,0 mM fragment A3 1,0 mM fragment A3

800x450x10 pgm. Quatre conditions
ont été choisies comme conditions-
témoins (Tableau 2.13) pour des tests

en présence de différents inhibiteurs,

de différentes séquences, etc. Condition n°1 Condition n°2
(42,3% glycérol) 2,2 mM tobramycine
2,2 mM tobramycine 1,0 mM fragment A3.4
) ) ) 1,1 mM fragment A3.4
1) Cristallisation de Figure 2.25 : Plaquettes obtenues pour la
complexes contenant la tobramycine complexée au fragment A3 a partir de
tobramycine deux conditions-témoin (a-b) et au fragment A3.4

a partir de conditions voisines (c-d).

Les quatre conditions-témoins | Les variations par rapport aux conditions-témoin sont indiquées
entre parenthéses. Les concentrations d’ARN et de tobramycine
donnent naissance a des baguettes dans la solution de renaturation sont indiquées en italique.

longues qui croissent en forme de bou-
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quets en présence du fragment A3 et de tobramycine au lieu de paromomycine (Figure

2.25a-b). Des plaquettes de meilleure qualité sont obtenues en présence du fragment A3.4

et de tobramycine (Figure 2.25¢c-d). Un jeu de données complet a été enregistré fin février

2001 pour le complexe fragment A3 4/tobramycine. La résolution est de 2,55 A.

2) Cristallisation de complexes contenant la généticine

= 100 ym

Condition n°2 Condition n°3
1,5 mM généticine 1,5 mM généticine
1,0 mM fragment A3 1,0 mM fragment A3

Figure 2.26 : Plaquettes obtenues pour la
généticine complexée au fragment A3 a partir de
deux conditions-témoin (a-b).

Les concentrations d’ARN et de généticine dans la solution de
renaturation sont indiquées en italique.

Des cristaux, se présentant toujours
sous forme de plaquettes arrangées en
bouquets, ont été obtenus pour des
complexes formés entre le fragment
A3 et la généticine (Figure 2.26).
Deux enregistrements de jeux de
données ont été effectués en novembre
2001 et mars 2002 pour ce complexe.

La résolution est de 2,40 A.

3) Cristallisation de complexes contenant différents aminoglycosides

(a) Néomycine

Cet aminoglycoside a été utilisé des les premieres expériences de renaturation et de

cristallisation en présence du fragment A3. Les précipités systématiquement observés des

I’ajout de 1’antibiotique lors de la renaturation ne sont pas obtenus avec le protocole de

renaturation adopté pour la paromomycine. Lors des essais de cristallisation, des précipités

en fome de « boules
brunes » ont été€ observés
pour les conditions donnant
des cristaux en fome de
plaquettes avec la paromo- Condition n"1

. . 1,6 mM neomycine
mycine (Figure 2.27a). Des 0,8 mM fragment A3

différents pH (6,6-6,8), a

Condition n°1 Condition n°3
1,5 mM néomycine (250 mM KCI)
1,0 mM fragment A3 1,5 mM néomycine
1,0 mM fragment A3

tests de renaturation a Figure 2.27 : Crisatllisation du fragment A3 en présence de

néomycine.

Les variations par rapport aux conditions-témoin sont indiquées entre
des concentrations plus éle- parenthéses. Les concentrations d’ARN et de néomycine dans la solution de
renaturation s sont indiquées en italique.

vées en sels monovalents

(100 mM NaCl ou KCI) n’ont pas permis d’empécher la formation de précipités.

L’apparition de ces derniers a en revanche pu étre évitée par I’emploi de néomycine a des
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concentrations de 0,5-1,5 mM, pour I mM d’ARN. Des essais de cristallisation ont conduit

a I’apparition de troubles et de séparations de phases qui se sont transformés en « boules

brunes » et en micro-cristaux (Figure 2.27b). Des expériences de micro-ensemencement a

partir de ces micro-cristaux broyés ont permis 1’obtention de cristaux en forme de

plaquettes qui coexistent dans les gouttes avec les « boules brunes » (Figure 2.27c).

Condition n°4 Condition n°2
(4,0 mM kanamycine B) (1,5 mM ribostamycine)

2,2 mM kanamycine B 1,5 mM ribostamycine
1,1 mM fragment A3 1,0 mM fragment A3

Condition n°2 Condition n°2
2,0 mM amikacine

fragment A3.

Les variations par rapport aux conditions-témoin sont indiquées

entre parenthéses. Les concentrations

d’aminoglycoside dans la solution de renaturation sont indiquées

en italique.

Figure 1.29 : Structure tridimensionnelle du site
de fixation de I'hygromycine B dans la sous-unité

30S.

Les adénines 1492 et 1493 sont indiquées en gras.
(Numéro d'identification dans la PDB : 1HNZ).

2,2 mM apramycine
1,0 mM fragment A3 1,1 mM fragment A3

Figure 2.28 : Différents types de cristaux obtenus
pour divers aminoglycosides complexés au

(b) Divers 2-DOS

aminoglycosides
Plusieurs cristaux ont été obtenus
en présence de kanamycine B, de
ribostamycine, d’amikacine et d’apra-
mycine (Figure 2.28). Les plaquettes
obtenues en présence de kanamycine
B et de ribostamycine ont été testées
par diffraction a I’ESRF (Grenoble).
La résolution est = 3,0 A pour les
différents cristaux testés, pour une
diffraction de faible qualité. Des opti-
misations sont en cours au laboratoire
pour les cristaux obtenus en présence
d’apramycine et d’amikacine (travaux

de Boris Francois).

(c) Hygromycine B

Cet aminoglycoside posseéde une
structure différente des autres 2-DOS-
aminoglycosides, ce qui lui confere la
propriété de se lier différemment au
site A (Chapitre 1). Les fragments B1
et B2 (Figure 2.2) ont été concgus sur le
modele du fragment A3 afin d’incor-
porer des nucléotides supplémentaires,
nécessaires a 1’interaction avec

I’hygromycine B.
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Les quatre conditions-témoin ont été utilisées pour cristalliser les fragments B1 et B2 en
présence d’hygromycine B seule ou d’un mélange stoechiométrique hy-
gromycine B/paromomycine 1:1. En effet, d’apres la structure cristallographique de la
particule ribosomique 30S résolue en présence d’hygromycine B a 3,30 A (Brodersen, et
al. 2000), la fixation de I’hygromycine B ne promeut pas la sortie des adénines A1492 et
A1493 qui sont importantes pour I’empilement cristallin dans nos structures (Figure 2.29).
L’ajout de paromomycine pourrait favoriser la fixation concomitante de paromomycine et
d’hygromycine B au site A ou bien la fixation de paromomycine dans 1’un des deux sites,
la fixation de I’hygromycine B se faisant dans 1’autre. Des essais ont également été
effectués pour les fragments B1 et B2 avec la paromomycine seule. Des micro-cristaux,
des plaquettes et des aiguilles ont été obtenus pour les fragments B1 et B2 dans chacun de
ces divers contextes de partenaires antibiotiques (Figure 2.30). Les oursins apparus avec le
fragment B2 en présence d’hygromycine B seule n’ont pas pu étre optimisés par micro-

ensemencement.

Etant donné 1’aspect des cristaux
obtenus pour le complexe fragment
B1/paromomycine, il est probable que

les cristaux obtenus en présence de

Condition n°4 Condition n°3 I’hygromycine B et de la
2,0 mM paromomycine 2,2 mM hygromycine B . .
1,0 mM fragment B1 1,1 mM fragment B2 paromomycine ne contiennent que des

complexes composés d’ARN et de
paromomycine. Un enregistrement de
données a été effectué sur la ligne

ID29 (A=0,9150 A) a I’'ESRF en

Condition n°2 Pe— n° 1 octobre 2001 (enregistrement de 100°
2,0 mM paromomycine (150 mM KCI) d’espace), avec une résolution de 3,0

2,0 mM hygromycine B 2,0 mM paromomycine
1,0 mM fragment B1 2,0 mM hygromycine B = A Le jeu de données n’a pas pu étre
1,0 mM fragment B1 Jeu pas pu

Figure 2.30 : Cristaux obtenus pour I'nygromycine = index€é, empéchant un affinement de
B et/ou la paromomycine complexés aux fragments
Bl et B2.

Les variations par rapport aux conditions-témoin sont indiquées
entre parenthéses. Les concentrations d’ARN et

d’aminoglycoside dans la solution de renaturation sont indiquées
en italique.

cette structure.
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4) Cristallisation en présence de cations, sans inhibiteur

La cristallisation du
fragment A3 en absence
d’inhibiteur est intéressante

pour la comparaison avec

=100 pm
la forme complexée par les Condition n°1 Condition n°1 Condition n°1
. . (150 mM KCI (5 mM Co(NHs)s) (250 mM KClI
aminoglycosides. Les 160 mM SrCl) 1,0 mM fragment A3 20 mM Co(NHa)s)
1,0 mM fragment A3 1,0 mM fragment A3

cations sont connus pour .
p Figure 2.31 : Cristallisation du fragment A3 en présence de

entrer en compétition avec divers cations.
Les modifications apportées aux conditions-témoin sont indiquées entre

I’interaction entre 1es  parenthéses. La concentration d’ARN dans la solution de renaturation est

] ) indiquée en italique.
aminoglycosides et le
site A (Famulok et Hiittenhofer 1996 ; Hermann et Westhof 1998 ; Hermann et Westhof
1999a ; Noah et Wollenzien 1998). De plus, la structure de la particule 30S en absence
d’antibiotique révele la présence de deux ions magnésium qui stabilisent le site A (Ogle, et

al.2001).

Des essais en présence de 25-100 mM MgSO, ne permettent pas 1’obtention de cristaux.
Des agrégats ont été obtenus pour des concentrations de 120-160 mM SrCl, (Figure 2.31a).
Des précipités, des cristaux en forme d’étoiles et des plaquettes carrées non-reproductibles
ont été obtenus pour le fragment A3 en absence d’inhibiteur, pour des concentrations de 5-
20 mM [Co(NH;)].3Cl (Figure 2.31b-c). Des essais de diffraction a ’ESRF ont indiqué
une résolution de 6,0 A. Une optimisation des conditions de cristallisation est poursuivie

par Boris Frangois au laboratoire (ajout de divers cations a différentes concentrations).

5) Cristallisation d’autres fragments
(a) Site A sauvage

Le site A eubactérien sauvage possede une cytosine méthylée sur le carbone 5 en
position 1407. Apres examen de la structure, il apparait qu’une méthylation a cette position
n’entrainerait pas de modification de I’interaction aminoglycoside/ARN observée par
cristallographie (Publication n°l). Afin de confirmer cette analyse, des essais de
cristallisation ont été entrepris pour une séquence incorporant cette méthylation (fragment

A3.9 ; Figure 2.2). A ce jour, seuls des sphérulites et des agrégats ont été obtenus.
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(b) Fragments divers contenant le site A procaryote

Différents fragments d’ARN comp-
renant le site A ont été concus en vue
de plusieurs études structurales

utilisant le systeme de cristallisation

offert par le fragment A3 et la paro-

momycine. Le fragment A3.12 (Figure Condition n°1 (22°C) Condition n°3

L, ) . . 2,0 mM paromomycine 2,0 mM paromomycine
2.2) a été construit afin d’incorporer 19 mM fragment A3.12 1,0 mM fragment A3.14

des bases méthylées en position 2’ du
ribose. Cette modification permet une
stabilisation de doubles hélices

d’ARN (Auffinger et Westhof 2001).

D’autre part, une structure cristallog-

Condition n°2 Condition n°3 )
raphique du complexe fragment 2,0 mM paromomycine (3,0 mM paromomycine)

1,0 mM fragment A3.15 2,2 mM paromomycine
A3.12/paromomycine permettrait une 1,1 mM fragment A3.8

Figure 2.32 : Cristaux obtenus pour divers
fragments contenant le site A procaryote.

des molécules d’eau autour du  Les variations par rapport aux conditions-témoin sont indiquées
entre parentheses. Les concentrations d'’ARN et de

fragment d’ARN contenant le site A. Zﬁri(;;?izweycine dans la solution de renaturation sont indiquées

analyse comparative de 1’organisation

Des cristaux ont été obtenus a 20°C au

bout de 3 jours, mais ils disparaissent rapidement (Figure 2.32a).

Dans chaque site A, les deux adénines en extrusion sont impliquées dans des
interactions vers des paires G=C de molécules symétriques (Publication n°1). Nous avons
congu des fragments (A3.14 et A3.15) permettant d’observer la reconnaissance entre ces
adénines et des paires de bases GeU. Des micro-cristaux ont été obtenus pour les deux

séquences testées (Figure 2.32b-c).

Des fragments ont aussi été congus afin d’augmenter le nombre de tours d’hélices entre
les deux sites A, modifiant ainsi les orientions des paires d’adénines en saillie I’une par
rapport a 'autre. Le fragment A3.8, contenant une paire de bases UeU supplémentaire
entre les paires G=C centrales du fragment (Figure 2.2), conduit a I’obtention de plaquettes
agencées en bouquet mais aussi de baguettes a section carrée (Figure 2.32d). Ces cristaux
ont la méme résolution que ceux obtenus avec le fragment A3 (2,50 A). Dans certaines

conditions, le fragment A3.8 cristallise alors que le fragment A3 ne cristallise pas. Le
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fragment A3.8 est ainsi régulierement utilisé pour tester la cristallisation d’autres
antibiotiques, en parallele au fragment A3. Un autre fragment (A3.17), comprenant cette
fois deux paires G=C alternées au centre du fragment (Figure 2.2), a été congu. Il se révele

prometteur pour la cristallisation en présence d’apramycine (travaux de Boris Francois).

(c) Site A eucaryote

Afin de mieux comprendre les mécanismes de reconnaissance moléculaire, il a semblé
intéressant d’entreprendre des essais de cristallisation de chacun des sites A eucaryotes
cytoplasmique et mitochondrial (sauvage et portant la
mutation A1555G). Des essais de cristallisation ont été
démarrés pour les fragments A3.10-A3.13 en présence de

paromomycine et de tobramycine. Seules des séparations de

phases ont été obtenues avec le fragment A3.10. Des essais

Condition n°1

sont en cours avec le fragment A3.16 (qui contient aussi le 2.0 mM paromomycine

1,0 mM fragment A3.11

. ) . . Figure 2.33 : Cristal
extrémités différentes). Des cristaux différant de plaquettes obtenu avec le fragment

A3.11.

Les concentrations d’ARN et de
paromomycine dans la solution
de renaturation sont indiquées
en italique.

site A eucaryotique cytoplasmique mais possede des

ont été obtenus pour des complexes entre le fragment A3.11
et la paromomycine (Figure 2.33). Les cristaux obtenus
diffractent & une résolution de 3 A mais sont poly-cristallins.
Les premiers essais de cristallisation du fragment A3.13 ont conduit a 1’obtention de

séparation de phases et de sphérulites en présence de paromomycine.
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II. Structure tridimensionnelle du complexe
site A/paromomycine (Publication 1)

Fin septembre 2000, un jeu complet a été enregistré sur la ligne ID14-EH1 a I’ESRF
(Grenoble) pour le complexe fragment A3/paromomycine. La résolution atteinte est de
2,50 A. Le phasage de la structure a été effectué par remplacement moléculaire 2 partir d’un
modele correspondant a la séquence de la moitié du fragment A3, sans la cytosine en 5’ : le
site A provenant de la sous-unité 30S complexée a la paromomycine (Carter, et al. 2000) est
inséré entre quatre paires de bases G=C. Aucune solution de remplacement moléculaire n’a pu
étre obtenue a partir de la structure du site A complexé a la paromomycine résolue par RMN
(Fourmy, et al. 1996). L’affinement s’est poursuivi par dynamique moléculaire (recuit simulé)
et corrections manuelles a 1’écran graphique. L’analyse de la structure du complexe a été
publiée dans 1’édition d’aolit 2001 de la revue Structure sous le titre « Crystal structure of
paromomycin docked into the eubacterial ribosomal decoding A site ».' Dans cette
publication, le role des molécules d’eau dans la reconnaissance moléculaire est mis en valeur.
Les résultats des comparaisons entre les différentes structures de complexes
site A/aminoglycosides et I’analyse des données de cartographie en solution et de résistance
sont également présentés. Les interactions d’empilement cristallin effectuées par les deux
adénines 1492 et 1493 miment la reconnaissance de la mini-hélice codon/anticodon observée
dans la sous-unité 30S lors du « décodage », ce qui indique que la structure obtenue reflete

une situation biologique.’

' Vicens, Q. & E. Westhof (2001). Crystal structure of paromomycin docked into the
eubacterial ribosomal decoding A site. Structure, 9:647-658.

* Les références citées dans la publication mais non mentionnées dans le corps de la thése ne
sont pas reprises en fin de manuscrit.
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III. Structure tridimensionnelle du complexe
site A/tobramycine (Publication 2)

Fin février 2001, un jeu complet a été enregistré sur la ligne ID14-EH2 a ’ESRF
(Grenoble) pour le complexe fragment A3 .4/tobramycine. La résolution atteinte est de 2,55 A.
Le phasage de la structure a été effectué par remplacement moléculaire a partir de la structure
du complexe fragment A3/paromomycine. L’affinement s’est poursuivi par dynamique
moléculaire (recuit simulé) et corrections manuelles a 1’écran graphique. La publication parue
dans I’édition de juin 2002 de la revue Chemistry & Biology sous le titre « Crystal structure of
a complex between the aminoglycoside tobramycin and an oligonucleotide containing the
ribosomal decoding A site » présente 1’analyse de la structure du complexe.' La structure du
complexe site A/tobramycine est
comparée a celle du complexe
site A/paromomycine résolue précé-
demment (Publication n°1) et a celle du
complexe site A/gentamicine Cla réso-
lue par RMN a 1’aide du modele
ASR-27. Des explications moléculaires
a certains mécanismes de résistances
spécifiques au sous-groupe des

4,6-2-DOS sont également proposées.”

' Vicens, Q. & E. Westhof (2002). Crystal structure of a complex between the
aminoglycoside tobramycin and an oligonucleotide containing the ribosomal decoding A site.
Chem Biol, 9:747-755.

* Les références citées dans la publication mais non mentionnées dans le corps de la thése ne
sont pas reprises en fin de manuscrit.
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IV. Structure tridimensionnelle du complexe
site A/généticine (Publication 3)

En novembre 2001 et mars 2002, un jeu complet a été enregistré sur les lignes ID14-
EH1 et ID14-EH4 a I’ESRF (Grenoble) pour le complexe fragment A3/généticine. La
résolution atteinte est de 2,4 A. Le phasage de la structure a été effectué par remplacement
moléculaire a partir de la structure du complexe fragment A3.4/tobramycine. L’analyse de
la structure du complexe a été publiée dans I'édition du 28 février 2003 de la revue Journal
of Molecular Biology sous le titre : « Crystal structure of geneticin bound to a bacterial
16S ribosomal RNA A site oligonucleotide ».' Cette structure étant la troisiéme résolue
selon une approche similaire pour un complexe site A/aminoglycoside, des spécificités
dans les modes de reconnaissance (role de I’empilement du cycle I et de I’interaction avec
I’adénine 1408 ; géométrie de la paire U1406°U1495) peuvent étre déduites des
comparaisons avec les structures des autres complexes et de 1’analyse combinée de
mutations qui entrainent des résistances. De plus, la généticine ayant la particularité de se
lier aux séquences de site A d’un grand nombre d’organismes, des ouvertures vers la
compréhension au niveau moléculaire de certains mécanismes de toxicité liés a 1’usage
d’aminoglycosides sont proposées. La comparaison de la structure du complexe
site A/généticine avec celle du complexe site A/gentamicine Cla résolue par RMN est

également présentée.”

' Vicens, Q. & E. Westhof (2003). Crystal structure of geneticin bound to a bacterial 16S
ribosomal RNA A site oligonucleotide. J Mol Biol, 326:1175-1188.

* Les références citées dans la publication mais non mentionnées dans le corps de la thése
ne sont pas reprises en fin de manuscrit.
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Table SI: Hydrogen bond distances observed in the three complexes.
The values are given in A. A slash separates the distances observed for water-
mediated H-bonds.
n. o.=contact not observed; n. r.=contact not relevant.

Ring I
N2" — O4” n.r. n.r. 3.2
N2" — O5” n.r. n.r. 3.1
N2 —W —O5 3.0/27 2.8 /3.0 n.r.
N2 — W — W — N7 (G1491) 30/n.0./n.o. 28/34/25 n.t.
N2’ — W — O2P (A1492) n. o. 3.0/31 n. o.
N2’ — W — O1P (A1493) n. o. 29 /3.0 33/29
03" — O2P (A1492) 2.7 n.r. 2.9
04" — O2P (A1493) 2.5 2.7 2.5
o4 —W n. o. 3.5 n. o.
O5” — N6 (A1408) 2.8 2.9 32
R6’ — N1 (A1408) 3.3 (R=OH) 3.1 (R=NH3") 2.5 (R=OH)
R6"—W n. o. n. o. 2.8
Ring I1
N1 — 04 (U1495) 2.7 2.6 2.8
N1 — W — N4 (C1496) 3.0 / n.o. 35/25 2.8 / n.o.
NI —W—W n. o. n. o. 27 /27
N1 — 02" 3.1 3.0 n.r.
N3 — O1P (A1493) 2.8 3.1 3.1
N3 — N7 (G1494) 2.9 2.7 2.8
N3 — O2P (G1494) 2.7 2.6 3.1
C4 — 06 (G1494) 33 3.0 33
05 — 05" 3.3 3.2 n.r.
06 —W n. o. n. o. 3.2
06 —W n. o. n. o. 3.5
06 — W — 04 (U1406) n.r. n.t. 2.6 /26
Ring II1
02" — 06 (G1405) 2.7 2.8 n.r.
02”7 — N4 (C1407) n.r. n.r. 2.7
C2” — W — N6 (A1408) n.t. n.r. 33/26
N3 — N7 (G1405) 2.8 2.7 n.r.
N3”7 — O2P (G1405) 2.9 n. o. n.r.
04”7 — O2P (U1406) 2.7 n.r. n.r.
04" —W n. o. 3.0 n.r.
05”7 — N7 (G1491) n.r. n.r. 2.7
05" — N4 (C1407) 2.9 3.10 n.r.
Ring IV
N2 — O2P (G1405) n.r. n.r. 3.0
03" —W n.r. n.r. 3.5
04" — O1P (G1405) n.r. n.r. 3.8
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Figure S1: Packing interactions implicating the bulged adenines and G=C pairs.

The interactions are shown in surface representation with guanines in green,
cytosines in red, adenines in yellow (site 1 & conf. 1 in site 2) or in cyan (conf. 2 in

site 2) and water molecules in blue.
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RNA fragment
bound to
tobramycin
(PDB 1LC4)

<
30S particle b

— "

bound to __x_
paromomycin, @—ﬁo
9

tRNA and mRNA i/~
b
(PDB 1IBL) AT

& i 4

- o, )

07/24A

RNA stem-loop
bound to
gentamicin C1a
(PDB 1BYJ)

1.0/56 A
(6.0 A)

Figure S2: Superimposition of the A site bound to geneticin on previous

structures.

The superimposition is based on the sugar-phosphate atoms. The A site is oriented
as in figure 3. Each subset shows the A site bound to geneticin (color code as in
figure 3) superimposed on the A site (dark grey) bound to tobramycin,’
paromomycin® or gentamicin® (light grey). The RMS deviations are given below
(the number after the dash corresponds to the RMS difference of the bulged

adenines based on all the atoms).
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30S particle bound to paromomycin, tRNA and mRNA
(PDB 1IBL)

308 particle bound to IF1
(PDB 1HRO0)

RNA stem loop bound to gentamicin C1a
(PDB 1BYJ)

RNA stem loop bound to paromomycin
(PDB 1PBR)

Figure S3: Superimposition of U1495-U1406 pairs from different structures

containing the A site.

The view is similar to figure 5c. The superimposition is based on the pyrimidine

ring atoms of U1495.
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Chapitre 3

Différents aspects de la
reconnaissance moléculaire des
aminoglycosides

I. Comparaison avec les aminoglycosides liés
aux enzymes de résistance

Afin d’approfondir la compréhension de la reconnaissance
moléculaire des aminoglycosides, il est intéressant de comparer les
structures des aminoglycosides liés au site A et celles des
aminoglycosides liés au site actif des enzymes de résistance qui
catalysent des modifications chimiques d’aminoglycosides. Parmi
les quelques dizaines d’enzymes de résistance répertoriées a ce
jour (Shaw, et al. 1993), seulement trois enzymes, une par famille
(ANT, APH et AAC (Chapitre 1, §I1.C.2), ont été cristallisées en
présence de divers aminoglycosides appartenant aux sous-groupes
des dérivés 4,5- et 4,6-2-DOS et de substrats nécessaires a la
catalyse tels 1’acétylcoenzyme A (acétylCoA) et 1’adénosine
diphosphate (ADP) (Fong et Berghuis 2002 ; Pedersen, et al.
1995 ; Vetting, et al. 2002) (Tableau 3.1). D’autre part, des
analyses conformationnelles ont été effectuées par RMN pour
divers aminoglycosides liés aux trois types d’enzymes : une
enzyme APH(3’) (Cox, et al. 1996 ; Cox et Serpersu 1997), une
enzyme AAC(6’) (DiGiammarino, et al. 1998), une enzyme
ANT(2’") (Ekman, et al. 2001) et une enzyme AAC(3) (Owston et
Serpersu 2002). L’analyse de I’ensemble de ces structures met en
évidence des similarités et des différences entre les modes de
fixation a I’ARN et aux protéines qui doivent étre pris en compte

pour la conception de nouveaux inhibiteurs.
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Tableau 3.1 : Enzymes de résistance complexées a des aminoglycosides résolues par
cristallographie aux rayons X.

Nom de Origine Amino- Résolution R/Rg,, N° d’iden- Référence
I’enzyme i glycoside A) (%) tification
aminés  complexé dans la
PDB
ANT4’/4°) | Staphylococcus | 2x253 Kanamycine 25 16,8/- 1IKNY Pedersen et
aureus (dimere) A al. 1995
APH(3’) Enterococcus 264 Kanamycine 24 23,4/29,1 1L8T Fong et al.
faecalis A 2001
Néomycine 2,7 23,0/30,8 1L8U
AAC(2%) Mycobacterium | 2x181 Kanamycine 1,5 17,9/20,2 1M41 Vetting et
tuberculosis (dimere) A al. 2002
Tobramycine 1,8 174/21,1 1M4D
Ribostamycine 1,8 16,5/20,2 1MAG

L’APH(3’) est un monomere possédant un seul site de fixation, tandis que
I’ANT(4°/4°") et ’AAC(2’) sont des dimeres qui, en conséquence, renferment deux sites de
fixation. Dans le cas de I’ANT(4°/4°’), ces sites de fixation sont situés au coeur de la
protéine, tandis que dans le cas de ’AAC(2"), ils sont situés sur la face externe, 2 40 A I'un
de l'autre (Figure 3.1). Les structures de I’AAC(2’) (Vetting, et al. 2002) et de
I’ANT(4°/4°°) (Sakon, et al. 1993) ont également été résolues en absence
d’aminoglycoside, et la comparaison avec les structures complexées indique que la fixation
des aminoglycoside n’entraine pas d’autres modifications de la structure tridimensionnelle
que celles observées localement au niveau des sites actifs (Pedersen, et al. 1995 ; Vetting,

et al.2002).

Figure 3.1 : Structures tridimensionnelles de I'ANT(4'/4") (a) et de I'APH(3") (b) complexées a la
kanamycine A et de I’AAC(2") complexée a la tobramycine (c).

Les hélices o sont indiquées en bleu, les brins B en jaune, les molécules d’eau en rouge. Les différents ligands
(aminoglycosides et : un analogue de I'ATP (a), ADP (b), coenzyme A (c)) sont indiqués en vue tout-atomes.
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A. Analyse conformationnelle des aminoglycosides

Quel que soit le type d’enzyme, les

Tableau 3.2 : Valeurs des angles diedres entre

Lk | : conformations des cycles des aminogly-
les cycles des differents aminoglycosides

complexés au site A et aux enzymes de cosides complexés sont similaires a
résistance. . . .
: : celles observées pour les aminoglycosi-
¢1a ¢2a ¢3h ¢4h
) ) ) °) des en solution et complexés au site A :
Site A ..
Paromomycine | Site I | -155 | -159 | -83 | 158 les cycles a six atomes adoptent la

Site2 | -147 | -156 | -75 152 )
Tobramycine | Site 1 | -155 | -160 [ 112 | -142 forme chaise, avec les groupements
Site2 | -151 | -163 | 114 | -156
Généticine Site 1 | -159 -152 113 -146
Site2 | -158 | -150 | 109 | -147

fonctionnels en positions équatoriales

(Ekman, et al. 2001 ; Owston et Ser-

ANT(4/4”)
Kanamycine A | Site 1 | 25 | -123 | 122 | -146 | persu 2002). La seule exception est le
Site2 [ 41 [ -139 | 125 [ -115
APH(3’) cycle IV de la néomycine, en forme ba-
Kanamycine A -153 -146 147 -135
Néomycine -156 | -152 | -103 [ 127 teau dans la structure de I’enzyme
AAC(2)

Kanamycine A | Site I | -172 | 166 | 118 | -149 APH(3’) (Fong et Berghuis 2002). Les

Site2 | 173 | 170 | 109 | -144 . '
Tobramycine | Site 1 | -165 | 165 | 109 | -150 | cycles des aminoglycosides adoptent

Site2 [ -168 169 105 -144 d d . . lati |
Ribostamycine | Site 1 | -179 173 66 161 cependant des orientations relatives plus

Site2 | 180 | -179 | 63 164
®p1=(C3—C4—01'—C1’) et $p2=(C4—01'—C1'—C2’) pour
tous les aminoglycosides en fonction de la macro-molécule a la-
® $3=(C6—C5—05—C1") et p4=(C5—05—C1"—C2") pour

les dérivés 4,5-2-DOS et ¢p3=(C1—C6—06—C1"”) et quelle les aminoglycosides sont comp-
($4=(C6—06—C1"—C2") pour les dérivés 4,6-2-DOS.

ou moins différentes les unes des autres

lexés (écarts RMS avec la tobramycine
complexée au site A de 1,1 A pour la kanamycine A complexée 3 APH(3’) et de 2,0 A
pour la kanamycine A complexée a ANT(4°/4°") (Tableau 3.2). De maniere remarquable,
les cycles I et II constituant la néamine gardent une orientation similaire dans les amino-
glycosides 4,5- et 4,6-2-DOS, aussi bien dans les complexes avec I’ARN que dans ceux
avec les enzymes (Figure 3.2a-b), sauf dans le cas de I’ANT(4°/4”’) (Figure 3.2c). Ce ré-
sultat est cohérent avec les études de RMN menées sur une enzyme ANT(2’”) complexée a
I’isépamicine (famille de la kanamycine A) (Ekman, et al. 2001) et sur une AAC(3) com-
plexée a la kanamycine A ou a la ribostamycine (Owston et Serpersu 2002). Tandis que les
orientations entre les cycles II et III des dérivés 4,6-2-DOS sont également remarquable-
ment conservées dans toutes les structures (présence de deux liaisons hydrogene intra-
moléculaires entre les deux cycles—Tableau 3.3), celles des cycles II et I1I des dérivés 4,5-

2-DOS montrent certaines disparités. Par exemple, le cycle III de la ribostamycine comp-
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lexée a 1’AAC(2’) est
retourné par rapport au
cycle III  de la
paromomycine fixée au
site A (Figure 3.2a). Une
analyse par RMN montre
méme un dérivé de
ribostamycine possédant
des cycles I et III empilés
(Cox, et al. 1996). Ces
analyses indiquent que les
conformations et les
orientations des cycles
sont globalement simi-
laires dans différents con-
textes (ARN ou protéine),
en particulier pour le
sous-groupe des com-
posés 4,6-2-DOS. Ainsi,
la géométrie de 1’orien-
tation des cycles I et II
semble déterminante pour
la reconnaissance autant
par les nucléotides du
site A (Publications n°1-

3) (Carter, et al. 2000 ;

€ €

b)
; “n « I
l‘\/ (l /
D" y e ? | ¢ I’ / o’ » |
|- eew o - _I_'/"/' > s
¢ e Y o  matme
e y @ ~ i @
hd ¢ hd @
- -
v -

Figure 3.2 : Superposition de la paromomycine complexée au
site A (orange), de la ribostamycine complexée a I'AAC(2")
(magenta) et de la néomycine complexée a I’APH(3’) (gris) (a) ;
superposition de la tobramycine complexée au site A (cyan), de
la tobramycine complexée a I'AAC(2") (vert) et de la kanamycine
A complexée a I'APH(3’) (rose) (b) ; superposition de la
tobramycine complexée au site A (cyan) et de la kanamycine A
complexée a ANT(4'/4") (rose) (c) ;

Les superpositions sont basées sur les atomes du cycle 2-DOS (cycle II). Les
molécules d’eau formant des liaisons hydrogéne avec |'aminoglycoside sont
indiquées par des sphéres de couleur correspondant a la structure a laquelle elles

appartiennent. Celles retrouvées a des positions similaires dans différentes
structures sont indiquées par des fleches.

Fourmy, et al. 1996 ; Yoshizawa, et al. 1998) que par les acides aminés situés dans les

sites actifs des enzymes (Ekman, et al. 2001). Ce résultat n’est cependant pas surprenant,

puisque (i) la partie néamine correspond a la seule partie conservée entre les dérivés

4,5-2-DOS et 4,6-2-DOS et (ii) les sites de fixation dans les enzymes de résistance doivent

étre capables, comme le site A, d’accueillir une grande variété d’aminoglycosides

différents.
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B. Structures tridimensionnelles des sites de fixation

La fixation de I’aminoglycoside dans une enzyme est rendue possible par un réarran-
gement local des acides aminés constituant la poche d’interaction (Pedersen, et al. 1995 ;
Vetting, et al. 2002). Ces acides aminés sont pour la plupart des acides aminés acides
(Tableau 3.3) : quatre acides glutamiques dans les sites de I’ANT(4°/4°") (Pedersen, et al.
1995) (Figure 3.3) ; quatre acides aspartiques, trois acides glutamiques, et le groupement
carboxylique terminal de la protéine dans le site de I’APH(3’) (Fong et Berghuis 2002)
(Figure 3.4) ; cinq acides aspartiques, un acide glutamique et le groupement carboxylique
terminal dans les sites de I’AAC(2’) (Vetting, et al. 2002) (Figure 3.5). Le site de
I’APH(3’) comporte de plus un acide aminé basique qui interagit avec certains hydroxyles
du cycle I. Ainsi, chaque groupement hydroxyle et ammonium de 1’aminoglycoside
interagit avec des groupements fonctionnels de méme nature (carbonyle, amine, ...) dans le
site A et dans les enzymes de résistance (Tableau 3.3). En outre, comme dans les structures
d’aminoglycosides complexés au site A, I’essentiel des contacts est concentré au niveau de
la partie néamine commune, afin de permettre la reconnaissance de plusieurs amino-
glycosides au niveau d’un seul site. Ainsi, les groupements hydroxyles et amines de la
néamine interagissent essentiellement avec des groupements carbonyles. En particulier, les
atomes N1 et N3 du cycle 2-DOS ont des environnements similaires dans les structures des
enzymes et du site A. En effet, dans les trois structures des complexes avec le site A
résolues a pH=6.,4, I’atome N3 du cycle II est sous forme ammonium, puisqu’il forme trois
liaisons hydrogene avec les groupements accepteurs N7(G1494), O1P(A1493),
0O2P(G1494) (Publications n°1-3). L’atome N3 est également sous forme ammonium dans
les complexes APH(3’)/kanamycine et APH(3’)/néomycine cristallisés a pH>9,0 (Tableau
3.3 ; Figure 3.4), puisqu’il établit des liaisons hydrogene vers trois groupements
carbonyles. L’atome N1 est en général moins déshydraté, et maintient une liaison

hydrogene intra-moléculaire vers le cycle III (Tableau 3.3 ; Figures 3.3 & 3.5).

Les comparaisons des dérivés 4,5-2-DOS et 4,6-2-DOS liés aux enzymes montrent la
flexibilté des chaines latérales de certains acides aminés interagissant avec les cycles
additionnels qui caractérisent ces deux sous-groupes d’aminoglycosides. La superposition
de la partie néamine de la néomycine et de la kanamycine A fixées a I’enzyme APH(3’)

montre que tous les acides aminés, exceptés les résidus Glul60 et Glu230, gardent la
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méme conformation dans les deux complexes (Figure 3.6). Ces deux résidus forment des

liaisons hydrogeéne avec le cycle III de la kanamycine A. Dans les structures de la

tobramycine et de la ribostamycine complexées par I’enzyme AAC(2’), la différence de

position du cycle III provoque des changements conformationnels du résidu Asp35 (Figure

3.7). Ainsi, tandis que 1’adaptabilité du site A a accueillir des aminoglycosides différents

provient de la formation de liaisons hydrogeénes alternatives vers certains

nucléotides—selon le mode de substitution du cycle 2-DOS—, celle des enzymes de

résistance provient de la flexibilité des chaines latérales constituant la poche de fixation.

Tableau 3.3 : Comparaison des liaisons hydrogene impliquant les groupements fonctionnels de
la néamine dans les complexes aminoglycoside/site A et aminoglycoside/enzyme.

La lettre « W » désigne l'atome d’oxygéne d’une molécule d’eau. Les groupements chargés positivement ou
négativement au pH de I'expérience sont indiqués respectivement en bleu et rouge. Les groupements polaires sont
indiqués en vert.

Groupements Site A + Tobramycine AAC(2’) + APH@3’) + ANT@’/4”°) +
fonctionnels dela  ou Paromomycine Tobramycine Kana- Kana-
néamine (pH=6,5) (pH=5,5) mycine A mycine A
(pH=9,0-9,5) (pH=7,7)
Cycle I
N2’ (Tobramycine) —W— —W— /
—W—02P (A1492) —W—
—W—OIP (A1493) — . B
(Kanamycine A) —W—0082 (Asp190)/Nn1 —O0e2 (Glu67A)
(Arg226)/082 (Asp261)
- - —Oc¢l (Glul41B)
(Kanamycine A / —O2P (A1492) —002 Asp190 —Oel (Glu67A)

Paromomycine)

—W—N2’/02P (G1491)/02P

—wW— /
/02 (Asp261)

Oel (Glul76A)

(A1492)/W

—W—002 (Asp190)/Nm1
(Arg226)/062
(Asp208)/O3P (ADP)/W/

Oel (Glul45B)

/062
Asp208/01P ADP/W/

—O2P (A1493) —W— / —W— —Oel (Glul45B)
/Oe1 (Glu82)
— —W—_051 (Aspd0)/ —W—_OIP (ADP)/O3P
/O¢l (Glu82) (ADP)/W/
— —W—NG6’/ -
N¢6’ — —002 (Asp35) —O¢l (Glul57)
—W_05/ —Oter! (Phe264)
—W_002 (Asp35)/052 | -
(Asp40)/0d2 (Asp179)
—W—N3/061
(Asp40)/082 (Asp179)
Cycle Il
N1 — — — —
— —O001 (Aspl52) —O0¢2 (Glul60) —
—W— - —O0¢2 (Glu262)
N3 —OI1P (A1493) —Oterl (Trpl81) — —Oel (Glul41B)
— —W—N6°/081 —O0¢e2 (Glul57)
(Asp40)/0d2 (Asp179)
—02P (G1494) W —_Oter2 (TrpI81)/Oel | —Oterl (Phe264)
(Glu82)/0¢2 (Glu82)
C4 — -

/N6’/W/052

(Asp35)
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Figure 3.3 : Vues stéréo des sites 1 (a) et 2 (b) de I'enzyme ANT(4/4") complexés a la
kanamycine A et a un analogue de I’ATP, et représentation schématique des contacts
correspondants.
Les fléches violettes désignent les fonctions chimiques modifiées par I'enzyme.
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Figure 3.4 : Vues stéréo du site de I'enzyme APH(3") complexé a I'ADP, et a la
kanamycine A (a) et a la néomycine (b), et représentation schématique des contacts
correspondants.

Les molécules d’eau et les ions magnésium sont représentés respectivement par des sphéres de couleurs rouge
et vert. Les fleches vertes désianent les fonctions chimiaues modifiées par I'enzvme.
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Figure 3.5 : Vues stéréo de I'un des sites de I'enzyme AAC(2") complexé au coenzyme A, et
a la kanamycine A (), a la tobramycine (b) et a la ribostamycine (c), et représentation
schématique des contacts correspondants.

Les molécules d’eau sont représentées par des sphéres de couleurs rouge. Les fleches rouges désignent les
fonctions chimiques modifiées par I'enzyme.

C. Implication des molécules d’eau dans la reconnaissance moléculaire

La fixation des aminoglycosides aux enzymes provoque 1’expulsion de plusieurs molé-
cules d’eau (de 6 a 8 dans le cas de ’AAC(2’) (Vetting, et al. 2002). Aux résolutions
atteintes (2,7-1,5 A), environ une dizaine de molécules d’eau sont observées autour de
chaque aminoglycoside complexé a ’APH(3’) et a I’AAC(2’). Ces molécules d’eau
médient des liaisons hydrogene entre les groupements fonctionnels des aminoglycosides et
les acides aminés, augmentant ainsi la capacité qu’ont les sites de fixation de ces enzymes

a s’adapter aux différentes structures que les aminoglycosides peuvent posséder. Huit
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liaisons hydrogene directes et
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Figure 3.6 : Superposition de la kanamycine A (rose) APH(3’)/aminoglycosides obtenus
et de la neomycine (vert) fixées par I'APH(3").

Les atomes de carbone des acides aminés et les molécules d’eau a des résolutions similaires (Ta-

représentés et sont colorés en fonction de la structure a laquelle ils o
appartiennent. bleau 3.3). Aucune liaison hydro-

(Numéros d'identification respectifs dans la PDB : 1L8T et 1L8U).

gene médiée par une molécule
d’eau n’est observée dans le complexe ANT(4°/4°") résolu a 2,50 A (cinqg sont directes),
tandis que cinq liaisons directes et six pontées par des molécules d’eau sont observées dans
les complexes AAC(2’)/aminoglycosides (résolutions de 1,50-1,80 A). Dans la structure du
complexe AAC(2’)/tobramycine, des molécules d’eau occupent 1’espace utilisé par le cycle
III de la ribostamycine dans la structure du complexe AAC(2’)/ribostamycine (Figure 3.7).
Deux molécules d’eau sont retrouvées a des positions similaires dans les structures de la
paromomycine liée au site A et de la ribostamycine liée a I’AAC(2’) (Figure 3.2a). Deux
molécules d’eau sont également retrouvées a des positions analogues dans les structures de
la tobramycine liée au site A et de la kanamycine A liée a APH(3”) (Figure 3.2b). Ainsi, la
modulation des propriétés structurales des sites de fixation d’aminoglycosides est aussi
importante pour la reconnaissance des différents aminoglycosides par la méme molécule

d’ARN (le site A) que par le méme site de fixation d’une protéine. Les structures a haute

résolution a présent disponibles a la

fois pour le site A (Publications n°1- N4 / v /4
N - -
3) et pour des enzymes de résistance Y . ) @ <
. T ), '} 1 Ao ¥
(Fong et Berghuis 2002 ; Pedersen, ' ‘2 '- v Y \‘2 e,
= ™ ! ) oW !
et al. 1995 ; Vetting, et al. 2002) meey SX /’1/ méey 3{%‘5 F/
v ~ L
2 N . 7z . « [ I“ - - Ih
complexés a différents amino- . 7__4 , Asp35 \;;1' .
7 7

glycosides permettent de considérer

Figure 3.7 : Superposition de la tobramycine (cyan)
et de la ribostamycine (jaune) fixées par I’AAC(2").

dans les stratégjes de conception de Les atomes de carbone des acides aminés et les molécules d'eau
représentés et sont colorés en fonction de la structure a laquelle ils

nouvelles molécules. appartiennent.
(Numeéros d'identification respectifs dans la PDB : 1M4D et 1M4G).

certaines de ces molécules d’eau
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D. Vers la conception de nouveaux inhibiteurs

Les caractéristiques structurales les plus proches entre les complexes
aminoglycosides/site A et aminoglycosides/enzyme sont observées pour 1’enzyme
APH(3’). Toutefois, un examen des surfaces d’accessibilité des sites de fixation des
aminoglycosides dans les complexes avec I’APH(3’) et dans ceux avec ANT(4°/4°’) et
AAC(2’) révele que la face de I’aminoglycoside principalement en contact avec les acides
aminés dans les trois enzymes est la face opposée a celle en contact avec les nucléotides
dans le site A (Figure 3.8). Cette différence de complémentarité des surfaces de van der
Waals observées dans les complexes aminoglycoside/enzyme et aminoglycoside/site A
pourrait étre exploitée dans la conception de nouveaux antibiotiques (Fong et Berghuis
2002). 11 est en effet envisageable d’encombrer spatialement une seule face afin
d’empécher la fixation des antibiotiques aux enzymes de résistance, tout en maintenant
leur capacité d’interagir avec le site A. Encombrer les cycles III et IV des aminoglycosides,
dont I’importance pour la fixation au site A semble aussi mineure que celle pour la fixation
aux enzymes, constitue €galement une ouverture vers la syntheése de nouveaux
antibiotiques. Cependant, les points communs sont tellement nombreux entre les modes de
reconnaissance moléculaire d’aminoglycosides par le site A et par les trois types
d’enzymes que la conception de molécules qui ciblent spécifiquement le site A tout en
étant de pauvres substrats pour les enzymes de résistance est délicate. Il semble néanmoins
préférable de développer des nouveaux composés ne comportant pas de cycles dérivés de
sucres, afin de réduire le risque que ces nouveaux antibiotiques ne deviennent rapidement

substrats des enzymes de résistance (Vetting, et al. 2002).
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II. Comparaison avec des oligosaccharides fixés par des
protéines

Les sucres et leurs dérivés, sous forme d’oligo- et de polysaccharides divers, constituent
les molécules biologiques les plus abondantes. Dans le monde vivant, divers saccharides
servent d’agents structurants (cellulose, chitine, ...), de sources d’énergie (glucose,
fructose, saccharose, lactose, ...) et de réserve nutritionnelle (glycogene, amidon, ...)
(Voet et Voet 1998). D’autres jouent des roles-clé dans des processus de reconnaissance
moléculaire tels que la communication, 1’adhésion et la différentiation cellulaires, les
réponses immunitaires, etc. (Robyt 1998 ; Sears et Wong 1996) L’origine de I’intervention
d’oligosaccharides a ces différents niveaux est due a leurs structures chimiques
particulieres. Les oligosaccharides, possédant une structure linéaire, ramifiée ou cyclique,
contiennent un ou plusieurs hétérocycles de cinq ou six atomes li€s entre eux par des
liaisons glycosidiques. Chaque unité saccharidique possede plusieurs groupements
fonctionnels (hydroxyles, amines, ...) dont 1’orientation précise est nécessaire aux
processus impliquant une reconnaissance spécifique par les macromolécules biologiques.
Cette reconnaissance est essentiellement effectuée par des protéines : dans chaque famille
de protéines existantes (enzymes, transporteurs, récepteurs, hormones, toxines, ...) ont été
identifiées plusieurs protéines possédant des sites de fixation de saccharides (Sears et
Wong 1996 ; Sears et Wong 1998 ; Williams et Davies 2001). Au début du mois de
novembre 2002, 1411 structures cristallographiques de protéines liées a des dérivés de
saccharides étaient répertoriées dans la PDB. La compréhension des multiples modes de
reconnaissance moléculaire de divers oligosaccharides par des protéines permet
d’envisager par exemple la synthése d’inhibiteurs de toxines bactériennes (Williams et
Davies 2001) et le développement de vaccins efficaces dans la protection contre certains
cancers (Livingston, ef al. 1997). Les aminoglycosides étant des dérivés aminés de
saccharides, il est intéressant de comparer les modes de reconnaissance de ces
antibiotiques par les nucléotides du site A et par les enzymes de résistance avec d’autres
oligosaccharides de structures chimiques voisines, mais jouant des rdles biologiques

entierement différents.
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A. Vues générales des structures tridimensionnelles de quelques
complexes

Une des familles de protéines fixant des saccharides les mieux caractérisées est celle des
lectines. Ces protéines, distinctes des immunoglobulines, interagissent avec des sacchari-
des sans effectuer sur eux de catalyse enzymatique. Les structures d’un grand nombre de
lectines d’origines animale et végétale ont été résolues par cristallographie aux rayons X
complexées a différents oligosaccharides (Delbaere, et al. 1993 ; Feinberg, et al. 2001 ;
Hamelryck, et al. 1999 ; Loris 2002 ; Naismith et Field 1996 ; Saul, et al. 2000) (Figure
3.9). En outre, d’autres structures cristallographiques ont révélé par exemple les modes de
fixation d’oligosaccharides a des transporteurs périplasmiques bactériens (Quiocho et Vyas
1984 ; Quiocho, et al. 1989 ; Vyas, et al. 1988), a un transporteur du fer (Ferguson, et al.
1998), a des anticorps (Bundle, et al. 1994 ; Villeneuve, et al. 2000), a des porines (Forst,
et al. 1998), a des enzymes dégradant la paroi des cellules végétales (Szabo, et al. 2001), a
des toxines (Swaminathan et Eswaramoorthy 2000 ; Williams et Davies 2001), (Figure
3.9) ... Toutes ces protéines sont constituées d’une ou plusieurs sous-unités. Les sites de
fixation des oligosaccharides (un ou plusieurs par protéine) sont situés soit au cceur de la

protéine, soit sur la face externe.
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Figure 3.9 : Exemples de structures cristallographiques de protéines complexées a des
oligosaccharides.

(a) Protéine de liaison du L-arabinose/L-arabinose (Numéro d'identification dans la PDB : 1ABE ; Quiocho, et al.
1984) ; (b) Isolectine I de Lathyrus ochrus/trisaccharide contenant du N-acétyllactosamine (1LOG ; Bourne, et al.
1990) ; (c) Lectine 1V de Griffonia simplicifolia/tétrasaccharide déterminant de groupe sanguin humain (facteur
Lewis b) (1GSL ; Delbaere, et al. 1993) ; (d) Anticorps Se155-4/ trisaccharide de Salmonella paratyphi (IMFD ;
Bundle, et al. 1994) ; (e) Porine ScrY de Salmonella typhimurium spécifique du sucrose/sucrose (1AOT ; Forst, et
al. 1998) ; (f) Récepteur d'ion ferrichrome chez Escherichia coliflipopolysaccharide (1FCP ; Ferguson, et al. 1998).

Les hélices o sont indiquées en bleu, les brins B en jaune, les molécules d’eau en rouge. Les différents ligands
sont indiqués en vue tout-atomes.
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B. Analyse structurale des sites de fixation

Figure 3.10 : Quelques exemples de sites de fixation
d’oligosaccharides.

(a) L-arabinose complexé a une protéine de liaison du L-arabinose/
(Numéro d'identification dans la PDB : 1ABE ; Quiocho, et al. 1984) ;
(b) Deux molécules de sucrose complexées a une porine ScrY de
Salmonella typhimurium (1AOT ; Forst, et al. 1998); (c)
Trisaccharide complexé a l'isolectine 1 de Lathyrus ochrus (1LOG ;
Bourne, et al. 1990) ; (d) Pentasaccharide lié a un récepteur de type
lectine (1K9I ; Feinberg, et al. 2001).

Les atomes de carbone des saccharides sont indiqués en noir. Les
molécules d’eau sont représentées par des sphéres rouges.
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Lorsqu’ils sont complexés a ces
différents types de protéines, les
cycles des oligosaccharides adop-
tent une conformation de type
« chaise », avec les divers grou-
pements fonctionnels (essentielle-
ment hydroxyles) rayonnant du
cycle en positions équatoriales ou
axiales selon la nature du saccha-
ride et de 1’environnement. Les
groupements de ces différents cyc-
les modulent la reconnaissance
moléculaire (Lemieux 1996). Les
oligosaccharides interagissent par-
tiellement ou totalement avec la
protéine, par des liaisons hydro-
gene et des interactions de van der
Waals, dans des poches formées
principalement d’acides aminés
chargés et polaires (Figure 3.10).
Des molécules d’eau, partiellement
ou totalement enfouies dans les
sites de fixation, permettent
d’optimiser le nombre de liaisons
hydrogene potentiel de chaque
cycle saccharidique (Bourne et
Cambillau 1993). Certains saccha-
rides n’interagissent avec la pro-
téine que par l'intermédiaire de
molécules d’eau (Bourne, et al.

1990) (Figure 3.10c). Les sites de
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fixation contiennent également un grand nombre de résidus aromatiques qui s’empilent ou
non sur un ou plusieurs cycles saccharidiques (Figures 3.11 et 3.12). En diminuant la
constante diélectrique locale, ces interactions d’empilement favorisent la formation de
nombreuses liaisons hydrogene (Lemieux 1996). Ces interactions d’empilement sont si-
milaires a celles observées entre le
cycle I des aminoglycosides et la
guanine 1491 dans les différents
complexes formés entre les
aminoglycosides et le site A
(Figure 3.13). La reconnaissance
moléculaire spécifique de saccha-
rides semble ainsi dépendre d’une
combinaison particuliere bien dé-
finie d’interactions d’empilements

et de liaisons hydrogene. Cepen-

dant, il est a noter qu’aucune inte-

raction d’empilement n’a été ob- Figure 3.11 : Exemples de sites de fixation
d'oligosaccharides riches en résidus aromatiques.
(a) Trisaccharide de Salmonella paratyphi lié a un anticorps Se155-4

noglycosides liés aux enzymes de (1IMFD ; Bundle, et al. 1994) ; (b) p-cyclodextrine liée a une protéine
de fixation de maltodextrine (1DMB ; Sharff, et al. 1993).

servée dans les structures des ami-

résistance résolues a ce jour.
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Figure 3.12 : Exemples d’empilements de cycles de
saccharides sur des résidus aromatiques.

(a) Trisaccharide lié a une lectine de Urtica dioica (1IENM ; Saul, et al.
2000) ; (b) Tétrasaccharide lié a une protéine de fixation de
maltodextrine (1EZ9 ; Duan, et al. 2002).

G1491 "","I

Figure 3.13 : Empilement entre la
guanine 1491 et le cycle I de la
paromomycine (a gauche) et le cycle
I de la tobramycine (a droite).
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III. Role des molécules d’eau dans la reconnaissance

Chaque site de fixation d’oligosaccharide est en général capable d’accueillir plusieurs
types de substrats différant les uns des autres par la position des groupements hydroxyles,
le nombre et le type de branchement des cycles, ... Cette adaptabilité est controlée par la
nature et la composition du site de fixation, ainsi que par les molécules d’eau présentes a
I’interface protéine/saccharide. En effet, la présence de molécules d’eau permet de moduler
la structure du site, afin d’accueillir différents ligands avec la méme affinité. Par exemple,

les saccharides L-arabinose et

¢ dn ¢ Motios D-galactose sont tous deux des
- \)\ AN
9 i 7 iy substrats ayant une affinité de 107
.0, & G .& R
06" g™ \\-—\ 06 i ¥ R, M pour un méme transporteur
R / Thr147 1-” o 4/ Thria?
\os ¢ &s: " situé dans le périplasme des bacté-
«A </ Asp89 77, = Asps9
e = . N , . .
VJ'L e R Q./"t' s S ries a Gram négatif (Miller, et al.
® ® 1983). Des structures cristallo-
@ - graphiques ont été obtenues pour
Figure 3.14 : Superposition du L-arabinose (vert) et les complexes avec le L-arabinose

D-gal liés a | B fixati .
du D-galactose (magﬁnlic_aa)r algfnzsgproteme de fixation (Quiocho et Vyas 1984) et le

Les atomes de carbone des acides aminés et les molécules d’eau D-galactose (Quiocho et al. 1989)
représentés sont colorés en fonction de la structure a laquelle ils ’

?ﬁﬁ&?forlsnde’ri];.entification respectifs dans la PDB : 1ABE et 5ABP). a des résolutions de 1,7 A et 1.8 A
respectivement. Le site de fixation

de ces saccharides est situé entre les deux domaines constituant la protéine (Figure 3.9a).
La structure du site complexé par le L-arabinose ou le D-galactose est similaire, sauf au-
tour de I’atome d’oxygene OS5’ inséré dans le cycle. Dans la structure du complexe avec le
saccharide L-arabinose, ’atome OS5’ forme une liaison hydrogene médiée par deux
molécules d’eau vers I’amine de la chaine principale de I’acide aminé Met108. Dans la
structure du complexe avec le D-galactose, cette liaison hydrogene est remplacée par une

liaison médiée par une seule molécule d’eau entre le groupement hydroxyle exocyclique

06’ et ’amine de Met108 (Figure 3.14).

Des situations similaires sont retrouvées dans les complexes enzyme de résis-
tance/amnoglycosides et site A/aminoglycosides. Certaines molécules d’eau sont toujours a

la mé&me position, tandis que d’autres remplacent les groupements fonctionnels présents
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dans certains ligands, mais absents

o ¢ o dans d’autres (Figures 3.2, 3.6 &
|||/ _ R |||// - -
/’/ | "3 p: - 3.7). Ainsi, les liaisons hydrogene
. .)III & .>|| v
& 3. & "“ % d} Ny f directes impliquant ces groupe-
e 7 “ !
3 \ Y v \\\u'&\‘..; e ments sont remplacées par une ou

— s . . . N
M \;‘Q,fi plusieurs liaisons hydrogenes
G1491 G1491

pontées par des molécules d’eau.

Figure 3.15 : Superposition de la paromomycine Par exemple, dans le complexe
(orange) et de la tobramycine (cyan) liés au site A.

Les atomes de carbone de la G1491 et les molécules d'eau
représentés sont colorés en fonction de la structure a laquelle ils
appartiennent.

site A/paromomycine (Publication
n°1), le groupement N2’ du cycle I
forme une liaison hydrogene intra-
moléculaire avec le cycle III, et I’atome OS5’ du cycle III établit une liaison hydrogene
directe avec ’atome N7 de la guanine 1491 sur laquelle le cycle I est empilé (Figure 3.15).
Dans la structure du complexe site A/tobramycine, ces interactions sont remplacées par

une liaison hydrogene pontée par deux molécules d’eau (Figure 3.15).

Le role des molécules d’eau dans la reconnaissance entre une protéine et un ligand peut
étre prépondérant dans certains complexes (Bourne, et al. 1990 ; Lemieux 1996). Ainsi,
I’association du ligand a son site de fixation résultant d’une déshydratation partielle, un
ligand idéal n’est pas nécessairement un ligand pour lequel la complémentarité de surface
et le nombre de liaisons hydrogene vers les acides aminés sont maximisés. Il s’agit plutot
d’un ligand qui préserve ou promeut I’inclusion de molécules d’eau a des sites
d’hydratation précis (Ladbury 1996). C’est pourquoi la prise en compte des molécules
d’eau dans une stratégie de conception de nouveaux ligands augmente considérablement
les chances de succes (Ladbury 1996). Toutefois, la difficulté d’évaluer la contribution des
molécules d’eau a la force et a la spécificité de 1’interaction rend cette tiche délicate. Les
comparaisons des structures de divers saccharides (aminoglycosides, oligosaccharides, ...),
complexés par plusieurs types de macromolécules (site A, protéines variées), permettent
d’illustrer la capacité des molécules d’eau a moduler la reconnaissance de saccharides. Ces
différents aspects pourront étre considérés dans les stratégies de conception de nouveaux

antibiotiques.
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Conclusions

Ce travail de these a porté sur 1'étude par cristallographie aux
rayons X de fragments d'ARN incorporant le site A de I’ARNr
16S bactérien, complexés a des antibiotiques appartenant a la
classe des aminoglycosides. Des fragments possédant différentes
longueurs et différentes extrémités ont été concus afin
d’incorporer le motif réduit du site A dans des doubles hélices
d'ARN d’une quarantaine de nucléotides. Ces fragments ont été
synthétisés au laboratoire par méthode chimique automatique
et/ou obtenus aupres d’une entreprise. La pureté requise pour des
expériences de cristallographie étant tres élevée (>98%), des
méthodes de purification par chromatographie échangeuse d'ions
ou par électrophorese dénaturante sur gel de polyacrylamide ont
di étre mises au point. Des expériences de cristallisation ont été
réalisées pour chaque fragment d’ARN complexé a des
aminoglycosides par la méthode de diffusion de vapeur en goutte
suspendue, a partir de conditions dérivées de celles ayant permis
I’obtention de cristaux pour des fragments d’ARN et pour des
complexes ADN/ligands. Des cristaux en forme de plaquettes
atteignant parfois une taille de 600*450*10 ym ont été obtenus
pour des complexes avec des aminoglycosides appartenant a trois
sous-classes différentes : la paromomycine, la tobramycine et la
généticine. Les enregistrements de jeux de données ont été rendus
possibles par l'utilisation de rayonnement synchrotron. Les
structures des complexes ont été obtenues par remplacement
moléculaire (résolutions de 2,40, a 2,54 A) a partir de modeles
comportant la structure du site A au sein de la sous-unité

ribosomique 30S (Carter, et al. 2000).

- 169 -



Chapitre 4 Conclusions

Dans ces trois structures, les brins d’ARN s’associent sous forme d’une double hélice
comportant deux poches dans lesquelles viennent se fixer les aminoglycosides. Comme
dans la structure de la sous-unité 30S complexée a la paromomycine (Carter, et al. 2000),
la partie néamine commune aux trois aminoglycosides s’intercale dans 1’hélice de maniere
similaire et provoque 1’extrusion des deux adénines 1492 et 1493. Cette conformation
particuliere du complexe est stabilisée par (i) des interactions d’empilement et C—H/n
entre le cycle I (non plan) et la guanine 1491, (ii) deux liaisons hydrogene directes entre le
cycle I et I’adénine 1408, (iii) six liaisons hydrogenes directes ou médiées par 1’eau vers
les oxygenes des phosphates des adénines 1492 et 1493, (iv) une dizaine de liaisons
hydrogenes directes ou pontées par des molécules d’eau avec les paires de bases
canoniques G1405=C1496, C1407=G1494, C1409=G1491 et la paire de bases non-
canonique U1406°U1495. Ainsi, quel que soit le type d’aminoglycoside, un nombre
similaire de liaisons hydrogene directes est observé vers I’ARN. Il apparait que la faculté
d’adaptation particuliere du site A a accueillir différents types d’aminoglycosides
provient : (i) de I’extréme conservation des nucléotides qui interagissent avec la partie
néamine commune a ces différents aminoglycosides, (ii) de la combinaison des flexibilités
des adénines non-appariées A1408, A1492, A1493 et de la paire non-canonique
U1406U1495, (iii) de la présence de nombreuses molécules d’eau jouant le role de
médiateur de liaisons hydrogene, (iv) de la formation d’interactions d’empilement entre

une base particuliere et le cycle 1.

Les structures du site A au sein de ces trois complexes sont proches de celles du site A
présent dans les structures de la sous-unité ribosomique 30S complexée uniquement a la
paromomycine (Carter, et al. 2000), ou simultanément aux trois ligands paromomycine,
ARNm et ARNt (Ogle, et al. 2001). En effet, les conformations des antibiotiques et de
I’ARN sont similaires dans 1’ensemble de ces structures. C’est vraisemblablement
I’insertion du cycle I de I’aminoglycoside dans 1’hélice d’ARN et la formation de liaisons
hydrogene directes avec I’adénine 1408 qui jouent un role majeur dans la spécificité de
reconnaissance. Ces interactions caractéristiques stabilisent une conformation particulicre
du site A a I’origine de ’augmentation du taux d’erreur lors de la traduction, source de
I’effet antibiotique. En conséquence, I’approche que nous avons développée au cours de ce
travail permet 1’étude structurale par cristallographie aux rayons X d’un motif d’ARN de
13 nucléotides extrait d’'une molécule d’ARN naturelle d’origine bactérienne comportant

plus de 1500 nucléotides. Hors de son contexte et sous certaines conditions (ici : I’insertion
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de deux sites entre un certain nombre de paires de bases Watson-Crick, dans des fragments
constitués de deux brins de 20-22 nt), ce motif est capable de former une hélice comportant
trois adénines non-appariées et une paire de bases non-canonique. Comme au sein du
ribosome, il est apte a interagir spécifiquement avec une famille de petites molécules.
Ainsi, les structures cristallographiques obtenues au cours de ce travail refletent la situation
biologique tout en offrant une plus haute résolution, nécessaire a 1’amélioration de notre
perception de la reconnaissance moléculaire entre I’ARN et les aminoglycosides. Les
résultats de cette étude permettent de valider certaines propositions (localisation du site
d’interaction des aminoglycosides, importance de la néamine pour la spécificité de
reconnaissance), basées sur les structures antérieures de complexes entre un
oligoribonucléotide modele de 27 nucléotides et des aminoglycosides résolues par RMN
(Fourmy, et al. 1996 ; Yoshizawa, et al. 1998), et d’en invalider d’autres (formation de la
paire de bases A1408°A1493, absence d’empilement du cycle I). Les structures
cristallographiques résolues au cours de ce travail serviront de base a des travaux de
dynamique moléculaire qui permettront de déterminer avec précision 1’importance relative
des liaisons hydrogene, le role de chaque molécule d’eau, ... Toutefois, il est certain que
des structures 2 des résolutions de 1’ordre de 1,0 A apporteraient des corrections 2 ces
modeles et des informations supplémentaires sur les mécanismes moléculaires de la

spécificité de reconnaissance.

Les analyses comparatives des structures obtenues pour la paromomycine, la
tobramycine et la généticine permettent de rationaliser 1’ensemble des données de
cartographie en solution, de mesures de constantes de dissociation et de résultats de
microbiologie obtenu pour différents types d’aminoglycosides et pour différents mutants
du site A. Elles offrent des explications moléculaires a I’origine de la diminution d’affinité
entre les aminoglycosides et le site A, caractéristique commune aux différents mécanismes
de résistance répertorié€s chez les bactéries (camouflage du site A, inactivation enzymatique
de I’aminoglycoside). Ainsi, une mutation ponctuelle a un endroit particulier du site A (par
exemple, la mutation A1408G) suffit a priver I’aminoglycoside de contacts directs avec
I’ARN. De méme, une modification chimique particuliere de I’aminoglycoside (par
exemple, 1’acétylation de la position 6’) empéche la formation des liaisons hydrogene

nécessaires a 1’interaction.

Le systeme développé pour I’étude cristallographique du site A reproduisant fidelement

la situation biologique, il est possible d’étudier une grande variété de composés mais aussi
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de séquences de sites comportant des mutations ponctuelles associées a des résistances
et/ou correspondant aux séquences du site A chez les organismes eucaryotes. Des la
résolution de la premiere structure cristallographique, obtenue pour 1’oligoribonucléotide
contenant la séquence sauvage du site A de I’organisme Escherichia coli complexé a la
paromomycine, des cristaux ont été obtenus pour plusieurs aminoglycosides différents. De
plus, des résultats prometteurs ont été obtenus pour plusieurs oligoribonucléotides
comportant les séquences des sites A humains cytoplasmique et mitochondrial, pour
lesquels la fixation d’aminoglycosides est source de toxicité. Des cristaux ont pu étre
obtenus sous réserve de conserver : (i) une longueur similaire pour 1’oligoribonucléotide,
(i) un nombre de plateaux de bases similaire de part et d’autre des sites, (iii) des
extrémités 5° comportant un ou deux nucléotides non-appariés, (iv) la conformation extra-
hélicale des adénines correspondant aux adénines 1492 et 1493 du site A. L empilement
cristallin est en effet fortement dépendant de tous ces parametres. Une approche ultime
consisterait a co-cristalliser par exemple une enzyme de résistance catalysant la
méthylation de la position N7 du résidu G1495 en présence de I’oligoribonucléotide
contenant le site A. La cristallisation de ces différents complexes a été optimisée pour
plusieurs séquences et plusieurs aminoglycosides ; les jeux de données correspondants ont
été enregistrés et les traitements des données sont en cours (travaux de Boris Francois).
L’ensemble des résultats de ces études conduisent a une amélioration directe de la
compréhension du mode de reconnaissance moléculaire des aminoglycosides par I’ARN, et
indirecte de celle des mécanismes de résistance. Cette connaissance devrait faciliter ensuite
la conception d’antibiotiques d’un nouveau type, entiecrement synthétiques, moins sujets
aux phénomenes de résistance et moins toxiques. Les nouveaux antibiotiques pourront a
leur tour étre analysés par cristallographie selon le méme procédé, a condition que leur
fixation au site A induise la conformation extra-hélicale des adénines 1492 et 1493. Cette
exigence particuliere, qui pourrait étre considérée comme un inconvénient de la méthode,
est en fait un avantage : la conformation extra-hélicale des adénines peut étre considérée

comme un signe de I’efficacité du ligand étudié a interférer avec la synthese des protéines.

De maniere générale, les résultats de cette étude illustrent le caractere modulaire
particulier des molécules d’ARN : les ARN naturels fonctionnels sont formés de
I’assemblages de plusieurs motifs structuraux. Un motif indépendant possédant une
structure autonome peut €tre extrait de son contexte biologique afin d’étre étudié en détail

inséré dans un systeme simplifié. Cette méthode comporte plusieurs écueils : le nombre
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limité de motifs pouvant étre étudiés selon cette méthode, la détermination précise de la
séquence du motif nécessaire et suffisante a 1’arrangement de sa structure autonome, la
mise au point de la méthode d’analyse du motif, la validité des résultats obtenus a I’aide du
modele contenant le motif isolé, ... Néanmoins, les avantages d’une telle approche sont
majeurs : I’ARN peut étre synthétisé rapidement et en grande quantité, les protocoles de
purification, de renaturation, de caractérisation structurale et fonctionnelle, de
cristallisation sont plus simples a mettre en ceuvre, la résolution finale de la structure est
plus haute que celle du motif dans son contexte naturel. Cette méthode a déja pu étre
étendue a d’autres sites de reconnaissance. En effet, des résultats encourageants ont été
obtenus pour 1’hygromycine B, dont le site de fixation chevauche le site A. Des cristaux
ont été obtenus pour des oligoribonucléotides comportant le site A et les nucléotides
additionnels nécessaires a la fixation de 1’hygromycine B. L’hygromycine B ne
promouvant pas elle-méme la conformation extra-hélicale des adénines 1492 et 1493, des
co-cristaux ont pu apparaitre en présence de paromomycine. Ainsi, au-dela de 1’étude
cristallographique systématique de plusieurs complexes site A/aminoglycosides que permet
cette démarche, ces différents résultats amenent a penser qu’il est possible d’appliquer une
approche similaire a 1’analyse de modules structuraux issus de contextes naturels

entierement différents.
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I. Conception de fragments incorporant le
site A de I'ARN 16S

L’ensemble des fragments des séries n°l a 5 congus pour
incorporer le site A procaryote (Figure 2.2) est testé a 1’aide du
programme de repliement de structures secondaires d’ARN
MFOLD (Jossinet et Westhof 2001 ; Zuker 2000). Ce programme
permet de vérifier, sur la base de parametres énergétiques
théoriques, que les fragments se replient en adoptant la structure
secondaire pour laquelle ils ont été imaginés. En effet, quelques
structures cristallographiques d’oligonucléotides ont montré un
glissement des brins 1’un par rapport a 1’autre au cours du
processus de cristallisation, conduisant a une structure secondaire
plus stable, mais différente de celle souhaitée (Masquida, et al.
1999 ; Masquida et Westhof 1999). Le fichier d’entrée du
programme de repliement n’acceptant que la séquence d’un seul
brin, les tests de repliement ont été effectués a partir des deux
brins mis bout-a-bout et séparés par une séquence de huit uridines.
Cette astuce a été validée par des tests sur des structures
cristallographiques d’oligonucléotides publiées (Masquida, et al.
1999), dont la structure secondaire dans le cristal est différente de

celle désirée.

II. Synthese chimique d’ARN en phase solide
A. Cycle de synthese chimique

Les précurseurs utilisés pour la synthese (Glen Research®) sont
sous forme de phosphoramidites : les oxygenes O5’, O2’ et le
phosphore 1ié a 1'oxygene O3’ sont protégés respectivement par

des groupements diméthoxytrityl (DMT), tertiobutyldiméthylsilyl
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(TBDMS) et (2-cyanoéthyl)-(N,N-diisopropyl). Le dernier nucléotide en 3° de I’oligo-
ribonucléotide a produire est fixé par son O3’ sur une bille de verre poreux (bille CPG). Il
constitue le support sur lequel vont se greffer successivement les phosphoramidites. Les
amines exocycliques des bases sont protégées par des groupements N-phenoxyacétyl (N6
des adénines), N-p-isopropylphenoxyacétyl (N2 des guanines) et N-benzoyl (N4 des
cytosines). Les phosphoramidites sont solubilisés dans 1'acétonitrile a une concentration de
0,1 M. Une fois en solution, ces réactifs conservent leur efficacité environ trois jours. La
quantité de matrice dC- ou dG-CPG utilisée varie selon 1'échelle de synthese : elle est de
0,023 g pour une échelle de synthese de 1 pmole et de 0,1135 g pour une échelle de 5
umoles. Cette matrice est déposée dans une colonne de synthese en polypropyléne de taille
adaptée. La colonne est sertie a ses extrémités par des membranes semi-perméables en
téflon permettant une mise en contact des réactifs, de I'argon et des oligoribonucléotides au

cours des différentes étapes de la synthese.

Les flacons contenant les différents phosphoramidites, les solutions utilisées et les
colonnes contenant les supports de synthese sont installés sur un synthétiseur automatique
ADN/ARN 392 a deux colonnes (Applied Biosystems-Perkin Elmer®). Le processus de
synthese est cyclique (Figure 5.1). Il est entierement programmé sur 1’appareil. A chaque
étape, un systeme de valves géré par microprocesseur s’enclenche pour mettre en présence
les composés qui doivent réagir. Chaque cycle de couplage correspond a 1’accrochage d’un
phosphoramidite sur le précédent, dans le sens 3’ vers 5°. Il se décompose en quatre étapes,
réalisées dans I’acétonitrile sous atmosphere d’argon par un synthétiseur:

* détritylation a ’acide trichloroacétique (TCA) du groupement protecteur
(DMT) fixé sur ’oxygene OS5’ du nucleotide déja greffé,

* couplage du nouveau nucléotide par substitution nucléophile sur son
phosphore au degré d’oxydation III en présence de tetrazole,

* inactivation des extrémités non-couplées par la fixation d’un groupement
acétyl sur I’oxygene OS5’ (par action conjointe de 1’anhydride acétique et du
N-methylimidazole),

* oxydation par I’iode des phosphores (III) des nucléotides couplés en

phosphore (V).

Les réactifs utilisés sont fournis par la société Perkin Elmer® : acétonitrile anhydre,

tétrazole/acétonitrile, anhydride acétique/lutidine/tétrahydrofurane, N-méthyl-
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imidazole/tétrahydrofurane, iode/eau/pyridine/ tétrahydrofurane, acide trichloroacéti-

que/dichlorométhane.

Une étape de lavage a 'ammoniaque permet de décrocher les oligoribonucléotides du

support solide et de déprotéger les amines exocycliques et les oxygenes li€s aux atomes de

phosphore. Les oxygenes O2’ sont déprotégés lors d'une deuxieme étape, en conditions

légerement acides afin d'éviter I'hydrolyse alcaline de I' ARN.

Vers le cycle
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Figure 5.1 : Cycle de synthése chimique sur support solide.

Pour chaque étape, les nucléotides sont représentés avec leurs groupements protecteurs respectifs. La figure résume
I'accrochage d’un précurseur phosphoramidite correspondant a une uridine sur un dinucléotide 5’-GdC-3’ protégé. Les
liaisons oxygene-phosphore ont été aggrandies dans un souci de clarté.
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La durée d’un cycle complet dépend de la quantité de phosphoramidites que I’on désire
coupler : environ 1 heure pour une quantité de 5 ymoles, et environ 20 minutes pour
1 ymole. Une étape de couplage dure 720 secondes, quelle que soit I'échelle de synthese.
Toutefois, le couplage est interrompu au bout de 240 s et 480 s a 1'échelle 5 umoles : une
basse pression d'argon crée un flux qui permet une homogénéisation des réactifs et des

matrices de synthese.

B. Déprotection des oligoribonucléotides

Une fois la synthese effectuée, plusieurs étapes permettent de cliver I’ARN du support
solide et de libérer les groupements protecteurs (Tableau 5.1). La derniere étape est la
libération du groupement TBDMS fixé sur I’oxygene 2’ des oligoribonucléotides

synthétisés.

Les oligoribonucléotides fournis par Dharmacon Research Inc. sont livrés protégés en
position 2’ par la fonction ACE. Il sont déprotégés par hydrolyse en milieu acide : 400 ul
de tampon de déprotection commercial (acide acétique 100 mM, TEMED pH 3.8) sont
ajoutés a 0,25 ymol d’ARN. Apres solubilisation et homogénéisation, le mélange est placé
30 minutes a 60°C. Les sous-produits de cette réaction, 1’éthyleéne glycol et 1’acide
formique (Figure 5.2), sont évaporés sous vide puis les culots d’oligoribonucléotides sont

solubilisés dans 200 ul d’urée 8 M.

Tableau 5.1 : Déprotections successives des oligoribonucléotides.

Opération réalisée Réactifs utilisés Commentaires

1,5 ml/pmole est injecté
régulierement a I’aide d’une seringue
par volume de 0,3 ml/ymole dans la
colonne pendant 24 heures

décrochage de I’ARN et déprotection
des bases puis évaporation a sec de solution ammoniaque/méthanol (3/1)
I’ammoniaque sous vide

déprotection des oxygenes 02’ solution méthanol/eau distillée (1/1) 50 ul

fluorure de tétrabutylammonium (TBAF)

| M (dans le tétrahydrofurane) 1,5 ml/gmole (24 h a I’obscurité)

cécipitation des ARN au n-butanol et 200 p1 eau distillée ¢ séparation de I'ARN des
precip c 700 pul acétate de sodium 3 M (pH 5,8) | molécules silylées par partage entre
séchage :
gsp 20 ml n-butanol les phases aqueuse et organique

* précipitation des ARN

(4 heures a -20°C)

¢ centrifugation a 4000 rpm
pendant 30 minutes a 4°C

* séchage sous vide durant quelques
heures

L’ARN est alors sous forme de

« pastille ».
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C. Calcul du rendement de synthése

Un moniteur installé sur 1'appareil permet de calculer des rendements d'efficacité de la
synthese effectuée au laboratoire. Il mesure la conductance en fonction du temps lors de
I'élimination du groupement détrityl a chaque début de cycle de couplage. Le logiciel
OligoNet, qui pilote le synthétiseur, calcule deux valeurs a partir de ces mesures :

OY (Overall Yield)=conductance la plus plus basse/conductance la plus haute,

ASWY (Averaged StepWise Yield)=OY'" (avec n=nombre de couplages réalisés).

La valeur OY s'approxime

r\n-‘:"-f‘ r\f\(’-"‘
A b e B oj( mse 4 un rendement global de la
o] o]
H H " ﬁ N .

k 7 A AcSilue- DRl synthese, tandis que la valeur

ol 1% TEMEDpH38 ~ "o  of .
| N—ao | ASWY correspond a un
ki Q N"om bl P 2z
| T—_ + 2 He-"on rendement par étape, pondéré

+ 2 HCOOH

par le nombre de couplages

Figure 5.2 : Réaction de déprotection des oligonucléotides )
commerciaux. effectués au moment de la

Nucléotide protégé par la fonction 2"-ACE (a) et produits de la réaction (b). mesure. 11 est ainsi possible
de déterminer la qualité de chaque synthése. Une synthése de bonne qualité possede

généralement un OY supérieur a 30 % (les valeurs ASWY restent supérieures a 90 %).

III. Purification et analyse des fragments d’ARN

Deux méthodes sont couramment employées pour la purification de fragments d’ARN
destinés a des expériences de cristallisation : la chromatographie liquide a haute perfor-
mance (HPLC) échangeuse d’ion et 1’électrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE)
(Holbrook, et al. 2001 ; Holbrook et Kim 1997). Les purifications sont réalisées dans les
deux cas en conditions dénaturantes (température de 55-75°C et ajout d’urée). Les frag-
ments des séries 1 et 2 ont été purifiés par chromatographie préparative. A partir de la série
3, les fragments ont été systématiquement analysés par chromatographie et électrophorese

puis purifiés par électrophorese préparative.

A. Chromatographie échangeuse d’ions

Chaque cycle de synthese ayant un rendement d’environ 98 %, des séquences d’ARN

tronquées ont été accumulées et acétylées au cours des différentes étapes. 1 pmole de
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fragment d’ARN déprotégé sous forme de « pastille » est dissous dans 5 ml d’eau ultra-
pure milliQ (Millipore). Apres mesure de I’absorbance a 260 nm (A,,), une chromatogra-
phie analytique est réalisée par HPLC en conditions dénaturantes (75°C/4 M urée) avec un
échantillon comprenant 0,1-0,2 UA,,, (1 UA,, = 40 p g/ml d'oligoribonucléotide). Elle
permet d'évaluer la qualité de 'ARN apres déprotection et le moment de son élution.
L HPLC est effectuée a 1’aide d’une colonne échangeuse d’anions Nucleopac® PA-100
(Dionex) commandée par une chaine HPLC Waters-625 LC System® (pour les fragments
des séries n°1 et 2) ou par une chaine HPLC Dionex® (pour les fragments des séries n°3 a

5).

La solution contenant I’ARN (phase mobile) passe a travers une résine (phase station-
naire) constituée de microbilles de métacrylate, sur lesquelles sont greffées électrostati-
quement des amines quaternaires. Dans un deuxieéme temps, une chromatographie pré-
parative réalisée pour I’ensemble de la synthese permet la séparation de I' ARN voulu des
fragments plus courts accumulés lors de la synthése. Une saturation de la colonne se
produisant au-dela de 150 UA,, il est nécessaire d'effectuer une série de quelques HPLC

préparatives pour

Tableau 5.2 : Gradient utilisé pour I'élution des molécules d’ARN lors

chaque synthése de de la purification par HPLC.

1 ymole. Une élution Temps (min) Débit (ml/min) Solution A (%) Solution B (%)

) o 0 1 85 15

optimale est réalisée 2 1 85 15

. 50 1 30 70

par un gradient de 55 1 10 90

58 1 10 90

perchlorate de so- 0 1 %5 5

dium (NaClO,) entre 70 02 8 15

60 mM et 280 mM, avec les solutions A (1 mM NaClO,/20 mM MES pH 6,2/4 M urée) et
B (400 mM NaClO,/20 mM MES pH 6,2/4 M urée) en 48 minutes, a 75°C (Tableau 5.2).
Les fractions rassemblées sont dessalées par gel-filtration sur une colonne Sephadex®
NAP-G25 (Pharmacia). Ces fractions (environ 2,5 ml au total) sont évaporées a sec sous
pression réduite (environ 4 heures au concentrateur Speed Vac®). L’oligoribonucléotide

est finalement dissous a une concentration d’environ 30-40 mg/ml dans I’eau milliQ.
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B. Electrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE)
1) PAGE analytique

Afin d’évaluer précisément le degré de pureté de 1’oligonucléotide, une expérience de
PAGE analytique est effectuée en complément de la chromatographie analytique. Chaque
gel (volume final=100 ml) est préparé a partir d’une solution de 20 %
acrylamide:bisacrylamide (19:1) (Roth®) contenant 8 M urée (Q-biogene®), 0,5X tris-
borate-EDTA (TBE, Q-biogene®, tris 44,5 mM pH 8,3/acide borique 44,5 mM/EDTA 1
mM), 0,5 % persulfate d’ammonium (APS, Merck®) et 0,3 % en volume de TEMED
(Roth®). Chaque échantillon contenant 1,5 ul de la solution d’ARN et 8,5 ul d’une
solution a 0,05 % de bleu de bromophénol/0,05 % de xylene cyanol/7,2 M urée est déposé
dans un puits préalablement rincé avec du tampon de migration TBE 0,5X. La migration
s’effectue pendant 4-5h sous une tension de 30-40W, dans une solution tampon TBE 0,5X.
Une fois le gel démoulé, la révélation de la position de I’ARN sur le gel se fait par
coloration au bleu de toluidine (16,4 mM bleu de toluidine/40 % EtOH/1 % acide
acétique). Apres plusieurs ringages a I’eau déminéralisée, le gel est séché sous vide a 70°C

sur papier Whatmann® 3MM.

2) PAGE préparative

Pour la PAGE préparative, I’ensemble d’une syntheése de 1 ymole (=1-2 mg d’ARN
dissous dans 200 gl d’urée 8 M) est déposé dans un puits couvrant la largeur d’un gel de
méme composition que le gel analytique, mais d’un volume de 280 ml. La migration
s’effectue pendant 6-8h a 40-50W dans du TBE 0,5X. Elle est suivie grace au dépdot de 20
1 de solution a 0,05 % de bleu de bromophénol/0,05 % de xyléne cyanol/7,2 M urée dans
un puits séparé. Une fois le gel démoulé, la bande correspondant a I’ARN pur est identifiée
sous UV puis découpée et broyée. La diffusion de I’ARN hors du gel se fait par la méthode
« Crush & Soak » (Sambrook et Russell 2001) dans une solution d’élution (200 mM
NaCl/tris 10 mM pH 7,5/NaEDTA 0,5 mM) sous agitation pendant 16h a 4°C. La solution
d’élution est renouvelée une fois puis filtrée sous pression réduite a 1’aide d’un filtre
Nalgene® de 0,2 pm. Le filtre est rincé avec 1 ml d’eau milliQ. Le filtrat total est précipté
pendant 4h a —20°C par ajout de 100 ul d’acétate de sodium 3 M a pH 5,2 et de 2,5X son

volume d’éthanol pur. Il est ensuite centrifugé pendant 30 min a 8000 rpm a 4°C. Enfin, le

- 181 -



Chapitre 5 Protocoles expérimentaux

culot d’ARN est lavé deux fois a 1’éthanol 90% puis mis a sécher sous vide pendant 15

min. Le culot est ensuite resuspendu dans 100 y1 d’eau milliQ.

C. Dosage de I'ARN

L’évaluation du rendement quantitatif de la purification s’effectue par mesure de 1’A,,.
Les coefficients d’extinction molaire sont calculés pour chaque séquence selon la méthode
développée par J. D. Puglisi et I. Tinoco (Puglisi et Tinoco Jr. 1989). Des solutions de 250

ul au 1/500° de chaque synthese sont utilisées.

D. Spectrométrie de masse MALDI-TOF

Dans un souci de compléter 1’analyse de pureté des oligoribonucléotides suite aux
problemes de déprotection rencontrés, les premieres séquences de la série 3 synthétisées au
laboratoire ont été testées par spectrométrie de masse. La technique utilisée est la mesure
du temps de vol des macromolécules ionisées par désorption laser assistée par matrice
(MALDI-TOF, Matrix Assisted Laser Desorption-Time Of Flight) (Becchi 1995), en
collaboration avec le Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-organique dirigé par A.
van Dorsselaer (UMR7509-CNRS, Strasbourg). Cette méthode mesure des masses
moléculaires de biopolymeres pouvant aller jusqu’a 500 kDa avec une précision de

quelques Da.

Les molécules d’oligoribonucléotide sont incorporées a une matrice puis ce mélange est
déposé sur une cible et séché. La cible est placée dans 1’appareil MALDI-TOF et un vide
de 10°-107 mbar est créé. Un laser a azote (A=337 nm) irradie la cible. En absorbant
fortement a la longueur d’onde du laser, la matrice permet de transmettre a
I’oligonucléotide analysé des photons émis par le laser, tout en le protégeant des effets
destructeurs du laser (Cavusoglu 2002). Elle permet également d’éviter 1’agrégation des
oligonucléotides, conduisant a 1’obtention d’ions moléculaires principalement
monochargés (Hahner, et al. 1997). Les ions ainsi formés sont accélérés sous un potentiel

de 20kV jusqu’a un détecteur. Le temps de vol mis par les ions pour atteindre le détecteur

est proportionnel au rapport m/z des ions.

Environ 1 gl d’échantillon contenant 20 pmoles d’oligoribonucléotide dans 1’eau est
mélangé a 1 ul de matrice 6-aza-2-thiothymine (Lecchi, et al. 1995) (Figure 5.3) dissoute a
saturation dans une solution eau/acétonitrile (50/50). Ce mélange est déposé sur une cible,

séché sous vide, puis lavé avec 2 ul d’une solution eau/acide acétique (50/50). De
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meilleurs résultats sont obtenus par ajout a I’échantillon de billes de résine échangeuse de
cations (Biorad®, S0W-X8, 200-400 um), qui augmentent le rapport signal/bruit en

- réduisant les adduits d’ions monovalents (Na" et K*). La calibration

est effectuée par un dépdt d’échantillon de cytochrome C (PM=12

HN
| kDa), préparé dans les mémes conditions. Les expériences sont

s ﬁ/ réalisées sur un appareil Biflex III (Bruker-Franzen Analytic GmbH,
Figure 5.3 : Bremen, Allemagne). Les logiciels d’acquisition et d’exploitation des
Structure du 6-
aza-2- spectres sont respectivement XACQ version 4.0 et XMASS version
thiothymine.

5.0 (Bruker-Franzen Analytic GmbH, Bremen, Allemagne).

IV. Etudes de renaturation et de stabilité en solution des
complexes ARN/aminoglycosides

A. Températures de fusion

L’expérience est basée sur 1’observation du phénomene d’hyper-chromicité des acides
nucléiques : une méme séquence nucléique absorbe davantage sous I’état dénaturé (déplié)
que sous 1’état renaturé (repli€). Ainsi, ’expérience consiste a mesurer 1’absorbance a 258
nm d’une solution d’ARN chauffée progressivement puis refroidie a la température de
départ Classiquement, le résultat est une courbe d’allure sigmoidale, ce qui traduit la
coopérativité du phénomene de dénaturation/renaturation. Le point d’inflexion de cette
courbe donne la température de fusion (Tm), température a laquelle la moitié de I’ARN est
sous forme dénaturée. Ainsi, il est possible de varier les propriétés de la solution et de

mesurer pour chaque variation la

o n température de fusion. La compa-

. | raison entre les différentes valeurs
258 o8

. il de Tm renseigne sur la stabilité des

w- 1 Il / ! ARN étudiés. La valeur du Tm est

T e T S - calculée a I’aide de deux lignes de

Figure 5.4 : Exemples de définition des tangentes base tangentes aux parties

pour une courbe de fusion (a) et de détermination du
Tm a partir de la courbe correspondant a la fraction de ~ « basse » et « haute » de la courbe
molécules dépliées en fonction de la température (b). X ) )

> > (b) de fusion (Figure 5.4). A I’aide de

ces lignes de bases, il est possible de déterminer la valeur de la fraction de molécules dans
I’état déplié a=(cl—c2;)/(A,55-c2;), cl; et c2;correspondant respectivement aux valeurs
des lignes de bases des formes repliée et dépli€ée (Marky et Breslauer 1987 ; Mergny et

Lacroix 2002 ; Puglisi et Tinoco Jr. 1989). Ainsi, a=1 pour I’ensemble de la population a
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I’état déplié, et a=0 pour I’ensemble de la population a 1’état replié. La valeur du Tm

correspond a la température pour laquelle a=0,5.

Dans cette étude, les mesures de températures de fusion sont réalisées avec 500 ul de
solution contenant =04 uM de fragment F3 (0,1<A,54,<0,2)/0,1 uM-3,0 mM
néomycine/0,1 mM-15 mM MgCl,/S mM NaCl/50 mM Na cacodylate pH 6,0. L’eau
milliQ® utilisée pour la préparation des échantillons est dégazée par agitation sous vide
pendant quelques minutes. L’appareil utilisé pour les mesures est un spectrophotometre
UV modele 941 (Uvikon®) comportant un bain-marie externe. La solution est déposée
dans une cuve en quartz de trajet optique de 1 cm, puis recouverte d’'une mince couche
d’huile de paraffine. La cuve est fermée par un bouchon. La sonde de mesure de
température de I’appareil est placée dans une cuve séparée contenant uniquement de 1’eau.
L’A, est mesurée régulierement au cours du chauffage progressif de 1’échantillon,
programmé de 15 a 90-95°C (=0,5°C/min), puis du refroidissement (=1,3°C/min).
Préalablement a I’expérience de dénaturation thermique, les molécules d’ARN ont été
renaturées soit par chauffage pendant 2 min a 80°C en bain-marie puis retour lent a
température ambiante pendant =16h, soit un premier cycle de dénaturation-renaturation
effectué a vide dans le spectrophotometre. L’ ensemble des mesures est traité a 1’aide du

logiciel KALEIDAGRAPH® (Synergy Software).

B. Antibiogrammes

Un tapis bactérien est obtenu par étalement d’une solution de bactéries DH5a (souche
E. coli déficiente pour la recombinaison et utilisée pour la croissance de plasmides et
cosmides) sur boite de Petri contenant du milieu 2YT (1,6 % (p/v) bacto-tryptone/1,0 %
(p/v) extrait bacto-levure/85 mM NaCl). Au centre de la boite est déposée une goutte de 2
ul de solution de néomycine. Plusieurs concentrations de néomycine sont testées. Le
systeme est incubé durant la nuit a 37°C. La sensibilité a 1’antibiotique se traduit par une
inhibition de croissance de la souche bactérienne matérialisée par un halo (« plage de
lyse »). La taille de la plage de lyse est proportionnelle a la concentration en néomycine.
La concentration de 0,6 mM en néomycine est choisie pour les tests. Une expérience est
effectuée dans des conditions similaires pour une solution de renaturation comprenant 0,6
mM fragment F3/0,6 mM néomycine/0,1 mM MgCl,/50 mM Na cacodylate pH 6,0. Cette

solution est portée a la température de 95°C dans un bloc chauffant (=30 min), maintenue a

- 184 -



Chapitre 5 Protocoles expérimentaux

95°C (=5 min), puis refroidie lentement jusqu’a température ambiante (=2h). Une

troisieme expérience est réalisée avec la méme solution, mais privée d’ARN.

C. Etude par PAGE

Une solution de renaturation est réalisée avec les fragments 2 et 3 (rapport
néomycine:ARN de 7:1). Cette solution est portée a la température de 95°C dans un bloc
chauffant (= 30 min), maintenue a 95°C (5 min ou 30 min), puis refroidie lentement
jusqu’a température ambiante (= 2h). Une électrophorese dénaturante est ensuite effectuée

sur gel d’acrylamide 20 % / urée 8 M (migration de 2h a 120 V /30 mA /2 W).

V. Cristallogéneése et cristallisation

Les protocoles expérimentaux correspondant aux différents essais de cristallogénese et
aux expériences de cristallisation (matrices de conditions, techniques et plans

d’optimisation) sont présentés dans le chapitre 2, §1.D.

VI. Cristallographie aux rayons X
A. Résolution des structures tridimensionnelles

Le protocole de résolution de structure appliqué a chacun des fragments complexé a la
paromomycine, la tobramycine et la généticine (obtention des facteurs de structure,
remplacement moléculaire, affinement du modele moléculaire), est similaire pour chacune
des structures et décrit en détail dans la partie correspondant a la section « Matériel et
méthodes » de chacune des publications n°1 a 3 (chapitre 2, §II-1V). Le premier modele de
structure tridimensionnelle affinable du complexe fragment A3/paromomycine a été
obtenu sans difficulté majeure a partir de la méthode de remplacement moléculaire, a I’aide
d’une construction incorporant la structure du site A complexé a la paromomycine dans la
sous-unité 30S (Carter, et al. 2000) (Publication n°1). Les structures des complexes
fragment A3.4/tobramycine et fragment A3/généticine ont été obtenues par remplacement
moléculaire a I’aide de la structure du complexe fragment A3/paromomycine (Publication

n°2) et de celle du complexe fragment A3/tobramycine, respectivement (Publication n°3).

B. Validation des structures tridimensionnelles

En fin d’affinement, 1’accord entre le modele affiné et les données expérimentales, ainsi
que la géométrie du modele sont vérifiés a 1’aide de la routine « model_stats » du

programme CNS (Briinger, et al. 1998). Le modele de la structure finale (au format PDB),
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Chapitre 5 Protocoles expérimentaux

préparé par la routine « xtal_pdbsubmission » du programme CNS, ainsi que les facteurs
de structures (au format CNS) sont déposés sur le site Internet de la Protein Data Bank
(www.rcsb.org) a I’aide de 1’outil ADIT (« Auto Dep Input Tool »). Lors de la déposition,
la géométrie de la structure est a nouveau vérifiée par les différentes procédures de

contrdle proposées par I’outil ADIT (Das, et al. 2001).
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Erratum

La référence correspondant a la citation "(Aggarwal et al. 1984)" insérée dans le tableau
2.7 a la page 84 a été omise par erreur de la bibliographie lors de I'impression. Elle est

indiquée ci-dessous :

Aggarwal, A., S. A. Islam, R. Kuroda and S. Neidle (1984). X-ray crystallographic
analysis of a ternary intercalation complex between proflavine and the dinucleoside
monophosphates CpA and UpG. Biopolymers, 23:1025-1041.
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