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Chapitre 1 :

Introduction

1.1-Contexte de I’étude

1.1.1- La thérapie génique

1.1.1.1-Définition et principe

La thérapie genique est une approche thérapeutique qui consiste a utiliser des acides
nucléiqgues (ADN, ARN) dans le traitement ou la prévention de certaines pathologies comme
par exemple le cancer, la mucoviscidose ou encore la myopathie. Ce type de thérapie consiste
a introduire dans une cellule cible un « gene médicament », afin que celui-ci produise la
protéine manquante dans le cas d’une cellule déficiente, ou encore un signal de mort cellulaire
si la cellule est infectée ou cancéreuse. Cependant, I’ADN est une molécule anionique
incapable d’entrer dans la plupart des cellules de fagon efficace. Un des plus grands
challenges consiste donc a élaborer des vecteurs spécifiques, efficaces et sécurisants qui
auraient la capacité de faire pénétrer efficacement ce « gene médicament » dans les cellules en
permettant a I’ADN de franchir les différentes barriéres biologiques pour arriver jusqu’au
noyau.

Compte-tenu de la capacité qu’ont les virus a introduire leur matériel génétique dans les
cellules hotes, la logique fat de les utiliser comme vecteurs pour la thérapie génique. Les
principaux travaux menés sur ces vecteurs consistaient & fabriquer des virus atténués en ne
conservant que les genes qui ont pour fonction de délivrer du matériel génétique. Ainsi,
différents types de virus modifiés, incluant les rétrovirus [1, 2], les adénovirus [3] ou encore
les virus associés a I’adénovirus [4] ont été développés ces dernieres années. Les vecteurs
viraux de type rétrovirus sont les vecteurs les plus utilisés [1,2]. Ces virus ont la capacité
d’introduire la séquence nucléotidique qu’ils transportent de fagcon aléatoire dans le génome
de la cellule hote. Cela permet de corriger le géne déficient ou défaillant. Cette intégration
aléatoire du geéne, peut également inactiver un gene fonctionnel ou encore activer des proto-
oncogenes créant ainsi des cellules cancéreuses. Ce ft le cas, par exemple, lors du premier
succes mondial de thérapie génique chez I’homme. En effet, I’équipe du Professeur Fischer a

I’hopital Necker a réussi a corriger I'immunodéficience sévéere (SCID)-X1 des « enfants



bulles » par thérapie génique mais malheureusement deux des enfants ont développé une

leucémie a cause de I’intégration du vecteur a proximité du proto-oncogéne LMO2 [5].

Les vecteurs viraux ont ainsi permis de valider le concept de thérapie génique et ils sont
les principaux vecteurs utilisés pour les essais cliniques [6] car ils possedent une bonne
efficacité de transfection. Cependant ces vecteurs présentent certaines limites a cause de leur
immunogénicité, de leur dangerosité, de la limite de la taille du géne gu’ils peuvent véhiculer
(allant de 4,5 kb pour les virus associés aux adénovirus a 8 kb pour les rétrovirus) ou encore a
cause de la difficulté de produire des lots cliniques a grande échelle. Toutes ces limitations

ont poussé les chercheurs a développer des vecteurs non viraux.
1.1.1.2-Les vecteurs non viraux de la thérapie génique

Les vecteurs non viraux ont été congus de fagon a reproduire les principales étapes
utilisées par les virus pour infecter les cellules de mammiféres. Ainsi ces vecteurs non viraux,
doivent étre capables de compacter I’ADN afin de le protéger de la dégradation par les
nucléases, de le faire penétrer dans la cellule par un mécanisme d’endocytose, de le libérer de
I’endosome vers le cytoplasme et enfin de permettre son arrivée jusqu’au noyau pour que la

transcription du gene exogéne puisse avoir lieu.

Actuellement, il existe une multitude de vecteurs synthétiques. Ils sont principalement
classés en trois groupes : les lipides cationiques, les polymeéres et les peptides. L’étape
limitante de ces vecteurs réside principalement dans la libération de I’ADN des vésicules

d’endocytose.

Dans un premier temps, nous citerons les différents vecteurs non viraux qui ont été
développés durant ces derniéres annees ainsi que les mécanismes proposés pour expliquer la
libération de I’ADN des vésicules d’endocytose. Pour finir, nous verrons les stratégies mises

au point pour améliorer la sortie de I’ADN des vésicules d’endocytose.



Les lipides cationiques :

Les lipides cationiques sont constitués d’une téte cationique et d’une partie
hydrophobe constituée par deux chaines d’acides gras. Le premier lipide cationique, le
DOTMA (1,2-dioléoyloxypropyl-3-triméthylammonium) fut développé par Felgner en 1987
[7]. D’autres lipides cationiques sont aussi fréquemment utilisés comme le DOTAP
(dioléoyloxypropyltriméthylammonium  propane), le DOSPA (trifluroacétate  de
dioléoyloxy[(spermine-carboxyamido)éthyl]diméthylpropanaminium) ou encore la DOGS

(acide trifluoroacétique dioctadécylamidoglycylspermine) (figure 1.1).
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AN /\/\HL N
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X H+ H/E(
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®
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Figure 1.1: Structure chimique de quelques lipides cationiques commercialisés [8].



L’ADN réagit avec les lipides cationiques par des interactions electrostatiques entre la
téte cationique du lipide et les charges négatives des phosphates de I’ADN. lls sont
géneralement formulés sous forme de liposomes avec d’autres co-lipides neutres comme le
DOPE (dioléoylphosphatidyl éthanolamine) ou encore du cholestérol. Ces co-lipides sont
utilisés car ils facilitent la fusion du complexe ADN/liposomes cationiques (ou lipoplexes)
avec la membrane mais permettent également une déstabilisation de la membrane de
I’endosome [9]. Lorsque ces complexes possédent une charge nette positive, la transfection
est améliorée. Ces derniers peuvent en effet interagir avec les protéoglycanes, les
glycoprotéines et les glycérophosphates anioniques présents sur la membrane plasmique [10].
Lorsque I’ADN est ajouté a ces liposomes cationiques, il en résulte des structures lamellaires
ou des structures en phase hexagonale inversée. Les structures lamellaires sont des structures
condensees et globulaires dans lesquels I’ADN est pris en sandwich entre deux couches de
lipides, et dont la distance entre deux hélices d’ADN est constante [11, 12, 13] (figure 1.2).
Dans le cas de la structure hexagonale inversee, I’ADN est entouré d’une couche de lipides
cationiques formant un réseau hexagonal [13]. Ces structures ont été obtenues par diffraction
aux rayons X du synchrotron [12, 13]. L’ajout des co-lipides (DOPE, choléstérol) permet la
conversion d’une structure lamellaire a une structure hexagonale inversée qui est connue

comme étant la structure posseédant un pouvoir de transfection plus efficace [13].

Phase lamellaire Phase hexagonale inversée

lipides cationiques

Figure 1.2 : Structures schematiques des complexes ADN/liposomes cationiques en
phase lamellaire et en phase hexagonale inversée. La distance dapn représente la
distance entre deux hélices d’ADN. Adaptée de la référence [13].



La taille de ces complexes varie avec le mode de préparation, mais ces complexes ont

des tailles de I’ordre d’une centaine de nm [14].

Xu et Szoka ont montré que I’ajout de lipides anioniques déstabilisait le lipoplexe et
conduisait au relargage de I’ADN. Ainsi, ils proposérent un mécanisme de flip-flop pour
expliquer la déstabilisation de la membrane de I’endosome et le relargage de I’ADN [15-16].
Selon ce mécanisme, le complexe déstabiliserait la membrane de I’endosome (figure 1.3-(1))
ce qui induirait un flip-flop des lipides anioniques, situés sur la membrane externe de
I’endosome, vers la couche interne de I’endosome (figure 1.3-(2)). Ces lipides anioniques se
mélangeraient ainsi avec les lipides cationiques du liposome. Les lipides anioniques
diffuseraient dans le complexe et neutraliseraient la charge des lipides. Cette neutralisation de
charges entrainerait un déplacement de I’ADN et permettrait sa libération dans le cytoplasme
de la cellule (figure 1.3-(3) et (4)).

Lipide cationique

ADN plasmidique

(4) 3)

Figure 1.3 : Mécanisme de rupture de la membrane de I’endosome par flip-flop. Voir le

texte pour les explications. Adaptée de la référence [16].



Les polyméres :

De nombreux polymeéres cationiques ont également été proposés comme vecteurs de
transfection. La présence de groupement amines sur ces polyméres leur permet de se
complexer a I’ADN par I’intermédiaire d’interactions électrostatiques. Parmi eux on trouve

principalement les polyethylenimines (PEI), les dendrimeres et les poly (L-lysine) (PLL).

Les PEI :

Les PEI ont été introduits comme vecteur de transfection non viraux pour la premiére
fois par Behr en 1995 [17]. Les plus utilisés se trouvent sous forme branchés ou linéaire
(figure 1.4).

H
HaN AN N
NH N
NH
HsC™ |'N ¢
HoN 8 N 4 NH, ’ H n
N . N
H 3
PEl branché, PEl linéaire,
par exemple: PEI Aldrich 25 kDa par exemple: ExGen™ 500

Figure 1.4: Structure des polyethylenimines (PEI) et exemples de formes

commercialisées [18].

Les complexes PEI/ADN forment des particules sphériques et homogénes de taille
allant de 30 nm a 130 nm [19]. lls transfectent efficacement les cellules in vitro et in vivo
[17]. L’exces de charges positives au niveau des complexes PEI/ADN favorise son interaction
avec les charges négatives présentes sur la membrane plasmique mais est aussi responsable
de la toxicité de ce polymeére ce qui limite sont utilisation in vivo [20]. L’efficacité de

transfection du PEI provient principalement de sa capacité a condenser I’ADN grace a sa forte

6



densité de charges positives mais également a la présence de groupements azotés qui sont
protonables dans des conditions acides. En effet, lors de I’acidification de I’endosome, les
protons se retrouvent piégés par les groupements amines du PEI, et par consequent les ions
chlorures et I’eau s’accumulent dans I’endosome provoquant ainsi la lyse de I’endosome et
par conséquent la sortie de I’ADN dans le cytoplasme de la cellule. Ce mécanisme est connu

sous le nom de « proton-sponge effect » ou « éponge a protons » [17, 21], (figure 1.5).

Endosome

Complexes
de PEI/ADN Pompe a
protons
Q
] - - \\
Hzo% &: Hzo
\\ T+ + - /l
Qo\ ) ’0,0
(3)

Figure 1.5 : Mécanisme « d’éponge a protons ». (1) : acidification de I’endosome par la
pompe a proton ATPase H* (2) : entrée passive d’ions chlorures, (3) : entrée d’eau

provoguant un choc osmotique et lyse de I’endosome. Adapté de [16].



Les dendrimeéres :

Les dendriméres sont des polymeéres synthétiques de forme sphérique, hautement

ramifiés et plurifonctionnalisés (figure 1.6).

’ ’-‘;,.!JJ. ' -}vv“ .‘ \;J\
(N !

“_$ % 2,
JN”L»

HoN mw;Nf,” N,
'2) £

NHZ‘ A

: NH
2 ces .
NH; différentes générations

dendrimere
par exemple: Superfect™

Figure 1.6 : Structure d’un dendrimere et exemple d’une forme commercialisée [18].

Les plus courants sont les polyamines, les polyamides ou encore les polyesters. Le
plus répandu est le polyamidoamine ou PAMAM car il possede un pouvoir de transfection
éleve [22, 23].

Les dendrimeres exposent a leur surface des groupements amines primaire et des
groupements amines tertiaires a I’intérieur. Les groupements amines primaires participent a la
liaison avec I’ADN, a sa compaction et a I’entrée du complexe dans la cellule. Les
groupements amines tertiaires participent a la libération de I’ADN de I’endosome par le
mécanisme d’ «éponge a protons ». La taille et le diamétre du dendrimere influencent
I’efficacité de transfection. Les dendrimeéres de haute génération sont plus efficaces [24].
D’autre part, il a été montré que les PAMAM partiellement dégradés ont un pouvoir de

transfection plus grand que les dendriméres intacts car leur structure serait plus flexible [25].



Les PLL :

Les poly (L-lysine) ou PLL (figure 1.7) font partie des premiers polymeéres utilisés en

tant que vecteur non viraux.

Poly(L-lysine)

Figure 1.7 : Structure des poly (L-lysine) (PLL) [18].

Ce polymere condense I’ADN gréce a la présence du groupement positif e-amine de la
lysine. 1l est biodégradable contrairement au PEI, ce qui est un avantage pour I’utilisation in
vivo. Cependant, sa capacité de transfection reste inférieure a celle du PEI. La raison
principale serait I’absence de groupement protonables a pH acide permettant la lyse de
I’endosome [18]. Ainsi, différentes stratégies ont été développées dans le but d’améliorer la
sortie d’ADN de I’endosome. Une stratégie a eté proposee par Midoux et ses collaborateurs
[26]. Celle-ci consiste a remplacer des résidus lysines par des résidus histidines sur la
polylysine (figure 1.8) pour donner la polylysine histidylée (HpK). L’efficacité de transfection
sur des cellules d’hepatocarcinome humain (HepG2) est 1000 a 10000 fois plus importante
pour le Hpk (pour un degré de polymeérisation de 190 avec 35 a 50 % de résidues histidyles)
que pour la PLL [26]. D’autre part, en présence de bafilomycine Al, un inhibiteur de la
pompe & proton, I'efficacité de transfection est réduite. En présence de cet inhibiteur,
I’endosome n’est plus acidifié et par conséquent les noyaux imidazoles ne sont plus protonés.
Ce qui montre que les noyaux imidazoles sont impliqués dans le processus de transfection et
plus précisément dans la libération de I’ADN dans le cytoplasme. Malgré tout, le mécanisme
selon lequel I’ADN est libéré de I’endosome reste mal connu. L’hypothése d’un mécanisme

semblable au PEI reste probable.
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Figure 1.8 : Structure de la polylysine histidylée. i: degré de polymérisation et R=
histidine [26].

Les peptides fusiogénes associés (tableau 1.1) :

D’autres chercheurs ont eu I’idée d’utiliser des peptides induisant une déstabilisation
des membranes en milieu acide, en conjugaison avec les complexes d’ADN/vecteur non-
viraux. En effet, les premiers peptides utilisés ont été des peptides dérivés du segment N-
terminal de la sous-unité HA-2 de I’hémagglutinine du virus de la grippe comme INF7 ou
ES5CA [27,28]. Ces peptides fusiogénes, se structurent en hélice o @ pH acide. Ils sont
capables de déstabiliser les membranes de phospholipides. En addition avec les polyplexes
[27, 29] ou les lipoplexes [30,31], ils ont montré augmenter significativement I’efficacité de
transfection. La melittine, un peptide amphipathique de 26 acide aminés, incorporé aux
complexes PEI/ADN améliore également I’efficacité de transfert de génes [32]. Ce peptide
formerait une hélice o amphipathique capable de s’insérer dans la membrane en formant des
pores toroidaux [33]. Ainsi, toujours dans le but d’augmenter I’efficacité de lyse de
I’endosome plusieurs autres peptides ont été développés comme JTS1 [34], encore GALA
[35] qui rompraient la membrane de I’endosome en créant des pores. La plupart de ces
peptides ne peuvent pas complexer I’ADN et sont donc en général associés a un vecteur de
transfection (lipide ou polymere cationique). Désormais, I’'un des objectifs consiste a
développer des peptides multifonctionnels qui auraient la capacité a eux seuls de complexer et
de compacter I’ADN, de faire pénétrer le complexe a I’intérieur de la cellule, de libérer
I’ADN des vésicules d’endocytose et finalement de permettre le passage de I’ADN jusqu’au

noyau.
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NOM Séquence références
INF7 GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYG 27,28
Melittine GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 32,33
JTS1 GLFEALLELLESLWLLEA 34
GALA WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA 35

Tableau 1.1 : Tableau regroupant les séquences de quelques peptides fusiogenes

permettant d’augmenter I’efficacité de transfection.

Les peptides cationiques en tant que vecteurs de transfection (tableau 1.2) :

Wyman et ses collaborateurs montrérent que KALA, un peptide cationique
amphipathique, était capable de transfecter differentes lignées cellulaires sans nécessité la
présence d’un polymere ou d’un lipide cationique.
(WEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKACEA) [36]. Ce peptide a été congu a partir du
peptide GALA en remplacant les résidus glutamates par des résidus lysines. Ainsi, avec les
charges positives des résidus lysines, ce peptide est capable de compacter I’ADN mais
également de déstabiliser la membrane de I’endosome grace a son caractere amphipathique.
De la méme maniere, le peptide ppTG20 a été créé en substituant les résidus acides
glutamiques par des arginines [34]. D’autres peptides comme Hel 11-7 [37] ou encore des

peptides issus de séquences virales comme Vpr52-96 ont également été développés [38].

NOM Séquence références
KALA WEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKACEA 36
Hel 11-7 KLLKLLLKLWKKLLKLLK 37
ppTG20 GLFRALLRLLRSLWRLLLRA 34
Vpr52- | DTWTGVEALIRILQQLLFIHFRIGCRHSRIGIIQQRRTRNGASKS 38
96

Tableau 1.2 : Tableau regroupant les séquences de quelques peptides cationiques utilisés

dans les expériences de transfection.

11




Les vecteurs non viraux semblent donc étre une piste prometteuse pour la thérapie
génique car ils sont simples a élaborer, a utiliser et sont peu immunogenes. Ces quatre
derniéres années, I’utilisation des vecteurs non viraux dans les essais cliniques a augmenté de
3 % [8].Cependant, leur grand handicap réside dans leur plus faible efficacité de transfection
comparée aux vecteurs viraux. Malgré leur grande diversité, aujourd’hui encore, aucun
vecteur «idéal » n’a été développé. Ainsi, plusieurs recherches se focalisent dans la
compréhension des mécanismes d’action de ces vecteurs (interaction avec I’ADN, entrée dans
la cellule, libération du complexe des vésicules d’endocytose, entrée dans le noyau) dans le

but ultime de les améliorer.

En se basant sur les caractéristiques intéressantes que possedent les résidus histidines et
notamment un pKa=6 qui leur permet d’avoir un pouvoir tampon lors de I’acidification de
I’endosome, notre laboratoire a développé des vecteurs peptidiques riches en histidines avec
deux lysines a chaque extrémité. Un des representants est LAH; (KKALLALALH
HLAHLALHLALALKKA) [39, 40].

Le peptide LAH, posséde un potentiel de transfection élevé [40, 45] mais également un
pouvoir antibactérien [41-44]. Ces deux fonctions sont intéressantes dans le cas de
pathologies génétiques accompagnées d’infections bactériennes comme c’est le cas, par
exemple, pour la mucoviscidose [46]. Ainsi, nous présenterons les peptides antibactériens
ainsi que les modeéles qui expliqueraient leur(s) mécanisme(s) d’action. Pour finir, nous
décrirons les caractéristiques du peptide LAH,4 qui a servi comme modeéle dans les études
structurales par RMN, ainsi que les études publiées portant sur la relation entre sa structure et

son activité.
1.1.2- Les peptides antimicrobiens

1.1.2.1- introduction

A cause de l'augmentation des résistances des bactéries face aux composés
antibactériens actuellement disponibles sur le marché, beaucoup de laboratoires travaillent sur
la mise au point de nouvelles molécules comme par exemple les peptides antibactériens dont

I’intérét n’a cessé de croitre depuis ces 20 derniéres années.

Les peptides antibactériens sont les constituants majeurs du systéme immunitaire inné

et ils sont restés actifs depuis des millions d’années. lls ont été tout d’abord découverts chez
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les invertébrés (insectes, crustacés, mollusques...) puis chez les vertébrés (mammiferes,

reptiles, amphibiens...) [47, 48].

Au-dela de leur action antibactérienne, ces peptides sont capables d’agir sur les
champignons et les protozoaires [49]. Certains sont méme actifs sur les cellules cancéreuses,
comme la magainine [50], NK-2 [51] ou encore sur les virus enveloppés comme la melittine

et la cecropine [52].

La taille de ces peptides varie significativement allant de 9 a une centaine d’acides
aminés. Cependant, ils possedent tous des caractéristiques communes qui sont : (1) une large
proportion d’acides aminés hydrophobes (> 50 %), (2) une charge nette positive, (3) la
capacité d’adopter une conformation amphiphile en présence de membranes. Tous ces
peptides qu’ils soient naturelles ou synthétiques sont répertoriés dans une banque de données :

Antibacterial Peptide Database (http://aps.unmc.edu/AP/statistic/statistic.php).

Du fait de la grande diversité de ces composés, il est difficile de les classer, mais ils
peuvent cependant étre regroupés en fonction de leur structure secondaire. Ainsi, on
différencie quatre classes majeures : les peptides dont la structure correspond a des brins-3,

des hélices-a, & des boucles ou encore a des structures étendues (figure 1.9).

Figure 1.9 : Les différentes classes des peptides antibactériens : A : structure en hélice-a

de la magainine-2 (PDB : 2MAG), B : structure en feuillet-B de la defensine-1 des reins
de lapins (PDB : 1EWS), C: structure en boucle de la thanatine (PDB : 8TFV), D:
structure étendue de I’indolicidine (PDB : 1G89).
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Si I'on considére désormais, les peptides antibactériens comme une famille
prometteuse d’agents thérapeutiques, il est plus judicieux de les classer en fonction de leur

spectre d’activité. On peut ainsi différencier deux classes :

- Les peptides trés toxiques envers les microorganismes mais non actifs ou tres peu
toxiques envers les cellules de mammiféres. Dans cette classe on trouve, les cecropines isolés
du papillon de nuit Hyalophora cecropia ou encore les magainines [53] extraites de la peau de
I’amphibien Xenopus laevis, les dermaseptines [54] et les cathélicidines [55].

- Les peptides qui sont toxiques aussi bien envers les microorganismes et les cellules de
mammiferes comme la melittine [56] issue du venin d’abeille, la pardaxine [57], certaines
cathelicidines [58] et defensines [59].

Contrairement aux antibiotiques actuels, la plupart de ces peptides causent un
dommage physique sur le microorganisme en perturbant et en augmentant la perméabilité de
la membrane plasmique [60-62]. La différence de composition membranaire entre les cellules
bactériennes et de mammiféres constitue un point clé de la sélectivité des peptides envers les
bactéries. En effet les membranes bactériennes sont chargées négativement avec la présence
de lipides comme PG, CL, PS contrairement aux cellules de mammiféres qui sont enrichies de
phospholipides neutres (PE, PC, SM) ou encore de cholestérol [63]. De plus avec ce type de
mécanisme d’action, I’apparition de résistances face a ces peptides semble improbable du fait
du changement profond de structure que la membrane bactérienne devrait subir [47]. Ainsi,
depuis ces derniéres années, la compréhension du mécanisme d’action de ces peptides a été

I’objet de nombreuses études.

1.1.2.2- Les différents modeéles de mécanismes d’actions des peptides

antibactériens

En 1989, Lehrer et ses collaborateurs étaient les premiers a démontrer un mécanisme
de perméabilisation membranaire sur une bactérie intacte [64]. En effet, ils montrérent que
I’action bactéricide de la defensine du neutrophile humain était associée a une
perméabilisation séquentielle de la membrane externe et interne et que la perméabilisation de
la membrane interne apparaissait comme I’événement létal. Comme les principaux
constituants de ces membranes sont les phospholipides, plusieurs études se basent sur

I’interaction de ces peptides avec des membranes modeles de phospholipides [65, 66, 67].
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Dans la littérature, il existe différents modéles qui décrivent le mode d’interaction
entre ces peptides et les membranes. Les principaux modeles sont : de type « tapis », « douves
de tonneaux », « pores toroidaux » ou encore le modele de type « detergent » (figure 1.10)
[65].

- Le modeéle de type tapis :

Les peptides qui agissent selon un modele de type «tapis» (figure 1.10-A), se
déposent parallelement & la membrane, sous forme de monomeres ou d’oligomeéres. lls
s’orientent de fagon a ce que leur face hydrophobe soit en contact avec la membrane et leur
face hydrophile en contact avec le solvant. A partir d’une concentration seuil en peptides, des
amas de peptides recouvrent la membrane comme un « tapis », ce qui cause une tension locale
a la surface. Tout ceci aboutit a la désorganisation des phospholipides et finalement a la
rupture de la membrane avec formation de micelles. Dans ce type de mécanisme, les
interactions électrostatiques semblent jouer un réle clé car le peptide interagit avec la téte
polaire des phospholipides. Ce modele expliquerait I’activité antibactérienne de nombreux
peptides comme la magainine 2 [68], les cecropines [69], LL-37 humain [70], la trichogines
GA IV [71].

Dans les modéles de type «douves de tonneaux » ou encore «toroidal », les peptides
déstabilisent la membrane en formant un pore dont la constitution differe d’un modéle a

I"autre.

- Le modeéle de type « douves de tonneaux » :

Dans ce modéle, les peptides s’insérent dans la membrane et s’oligomerisent pour
former un pore (figure 1.10-B). Ce pore est constitué de peptides dont la face hydrophobe est
en contact avec les acides gras des lipides et la face hydrophile est du cété intérieur du pore.
Les interactions mises en jeu dans ce modele seraient essentiellement hydrophobes afin de
permettre I’insertion du peptide dans le cceur hydrophobe de la bicouche membranaire.
D’autre part, le peptide doit avoir une certaine taille pour pouvoir s’insérer dans la membrane.
Les peptides qui agissent selon ce modéle sont généralement toxiques envers tous les types
cellulaires incluant les bactéries, les cellules de mammiféres et les champignons. Ce
mécanisme d’action semble le plus proche pour expliquer I’action des peptides comme

I’alaméthicine [72-76], la melittine [72, 76] ou encore la pardaxine [77].
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- Le modeéle de type « pores toroidaux » :

Dans ce modeéle, les lipides font partie intégrante du pore (figure 1.10-C). Cette
structure de pore qui implique les lipides et les peptides a été proposée pour la premiere fois
par Matsuzaki et ses collaborateurs [78], en se basant sur le fait que la magainine-2 induit un
flip-flop lipidiques rapide en méme temps que la formation du pore. Les peptides, en
s’insérant perpendiculairement a la membrane, induisent une réorientation de la monocouche
lipidique entrainent une courbure de la téte polaire des phospholipides contribuant ainsi a la
stabilisation du pore en réduisant les interactions répulsives entre charge positives des

peptides. Les peptides qui agiraient selon ce modéle sont la melittine [79] ou LL-37 [80].
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Figure 1.10 : Représentation schématique des différents modéles d’action des peptides

antimicrobiens de structure a—hélicale. A- en tapis, B- en douve de tonneaux et C-
toroidal. Les peptides sont représentés sous forme de cylindre. La face hydrophobe du
peptide et la face hydrophile sont représentées en gris et en bleu respectivement. Les

vues de dessus des modeles B et C sont encadrées [81].



Le modéle de type « détergent » [82] :

Les trois mécanismes d’action décrits précédemment s’ajoutent pour former un
modeéle plus complet qui tient compte de plusieurs paramétres comme la composition
lipidique de la membrane cible et la concentration en peptide. Dans ce modele, les peptides se
comportent comme des molécules de détergents. Comme pour ces derniéres, il est alors
possible d’établir un diagramme de phase ou les modeles de type «tapis », «douves de

tonneaux » ou encore « toroidales » représentent des cas particuliers (figure 1.11).

Modeéle « tapis »

—’

micelles

Modele « toroidal»

Ouvertures lamellaires
aléatoires

[peptide]

Hexagonale

§ Composition lipidique

Figure 1.11: Représentation schématique du diagramme de phase montrant les
structures supramoléculaires de mélange de peptide-lipide en fonction de la

concentration en peptide et de la composition lipidique [83].
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Dire qu’un peptide va agir selon un modele plutét qu’un autre va dépendre
essentiellement des conditions suivantes : du rapport molaire entre le peptide et les lipides, de

la composition de la membrane cible, de la température ou encore du pH.

- Actions des peptides sur des cibles intracellulaires

D’autres etudes portent sur la relation entre la perméabilisation membranaire et la mort
cellulaire. En effet, certaines montrent que méme de tres faible perturbation membranaire
peuvent conduire a la mort cellulaire et par conséquent ces peptides pourraient agir sur des
cibles intracellulaires. Par exemple, la buforine 11, inhibe les fonctions cellulaires d’E. coli en
se liant a ’ADN et a ’ARN [84]. D’autres inhibent les molécules chaperonnes DnaK

responsable du repliement des protéines, c’est le cas par exemple des pyrrhocoricine [85].

Ce mécanisme d’action pourrait agir indépendamment ou en synergie avec la
perméabilisation membranaire. Néanmoins, le mécanisme qui aboutit a la mort cellulaire reste

I’interaction des peptides antibactériens avec les membranes.

1.1.3-LAH, : un peptide multifonctionnel

1.1.3.1- Caractéristiques structurales de LAH,

La conception du peptide LAH, a été inspirée de la magainine, un peptide antibactérien
issu de la peau d’un amphibien Xenopus laevis [53]. En effet, ce peptide est considéré comme
un modele pour étudier I’interaction des peptides antibactériens o-hélicaux avec les
membranes.

LAH, est un peptide cationique, synthétique de 26 acides aminés [39]. Sa séquence
primaire est composée de résidus hydrophobes, alanine et leucine interrompue par quatre
histidines, et deux lysines a chaque extrémité. Le peptide possede une charge globale de + 9 a
pH acide et de + 5 a pH neutre. (figure 1.12)

NH ;" -KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA-CO-NH,

Figure 1.12 : Séquence primaire du peptide LAH,
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La disposition de ses résidus dans la séquence lui confere une face hydrophile, avec un

angle de 100°, et une face hydrophobe lorsqu’il se structure en hélice o (figure 1.13).

Face hydrophobe

Face hydrophile

Figure 1.13 : A- Représentation en roue hélicoidale d’Edmunson. B- Représentation

tridimensionnelle mettant en évidence I’amphipathie du peptide LAH,.

En solution aqueuse, lorsque le pH < 6, le peptide n’est pas structuré et se trouve
principalement sous forme de monomeéres ou de dimeres [41, 86]. Par contre, a pH neutre, le
peptide forme des agrégats de quelques centaines de nm et se structure en hélice a [41,86].
D’autres peptides cationiqgues comme la melittine, la toxine-d du Staphylocoque, la
dermaseptine S4 ou encore la trichigonine GA VI forme également des agrégats de peptides
[86].
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1.1.3.2-Interactions du peptide LAH, avec les membranes

Dans un milieu membranaire (micelles, vésicules, bicouches orientées), le peptide se

structure en hélice o [39, 41, 86, 87].

La présence et la position des quatre histidines conférent au peptide différentes
topologies dans les membranes en fonction du pH. En effet, le peptide passe d’une
configuration parallele a la membrane a pH = 5, a une configuration transmembranaire a pH =
7,5 [39]. En effet, les noyaux imidazoles des histidines passent d’un état protoné a pH acide a
un état déprotoné a pH neutre favorisant ainsi le passage d’une configuration a I’autre. 1l a été
montré que les pKas des histidines 10, 11, 14 et 18 étaient de 5,8, 5,4, 5,7, et 6 respectivement
lorsque le peptide interagissait avec des micelles de DPC [39]. La structure du peptide dans
des micelles de DPC, a été résolue par le Dr Georgescu et ses collaborateurs, par RMN
bidimensionnelle *H-'H a pH = 4,1 (PDB : 2KJN) et & pH = 6.1 ((PDB : 2KJ0) (figure 1.14)
[87]. Aux deux pH le peptide se trouve structuré en hélice a avec une extrémité de 8 acides
aminés non structurés du cété N-ter a pH = 4,1 et la présence d’une charniére entre deux

hélices a pH = 6,1.

N-ter N-ter

/

charniere

C-ter C-ter

PDB: 2KJN PDB: 2KJO

Figure 1.14 : Structure du peptide LAH,4 dans des micelles de DPC a pH = 4,1 (PDB :
2KJN) et a pH = 6,1 (PDB :2KJO)
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De plus, il semblerait que ce changement de conformation, di a la variation de pH, est
aussi accompagné d’un déplacement des régions hélicales du peptide. En effet, ces régions
structurées en hélices o sont présentes plus spécifiquement du cété C-terminal a pH = 4,1 (du
résidu 9 a 24) et se déplacent du c6té N-terminal lorsque le pH augmente (résidu 4 a 21 a
pH=7,8). La structure a pH intermédiaire permettrait au peptide de s’ancrer a la membrane.
Par analogie entre les structures obtenues par RMN en solution dans les micelles de DPC et
I’alignement du peptide dans les bicouches de POPC, obtenu en mesurant, par RMN du
solide, le déplacement chimique du noyau *>N de Ialanine 13 [39], la figure 1.15 représente le
modele d’ancrage du peptide LAH, dans des bicouches de lipides de POPC en fonction du
pH. Le passage d’une conformation a I’autre se fait de maniere réversible mais lentement sur
une échelle de 10™ seconde, correspondant & I’interaction d’anisotropie de déplacement
chimique [39, 65, 88].

pH4,1 = > pH6,1—= > pH7,8

Figure 1.15: Modele représentant le changement de conformation du peptide LAH,
dans des bicouches de POPC [89] en fonction du pH.
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L’activité antibactérienne de LAH, est plus prononcée a pH acide, lorsque le peptide
s’aligne parallelement a la membrane, qu’a pH neutre ou celui-ci est transmembranaire [41,
44]. La configuration transmembranaire ne semble donc pas étre nécessaire a son activité
antibactérienne. Cependant, le peptide demeure actif aux deux pH et par conséquent il agirait
par des mécanismes différents en fonction du pH. Le mécanisme d’action du peptide a pH
acide, lorsque le peptide est orienté parallelement a la membrane, serait donc plus performant.
Les expériences de relargage de calcéine des vesicules par LAH, confirment également que
le peptide est plus efficace a pH 5,5 qu’a pH 7 et montrent également que I’efficacité du
peptide dépend de la composition lipidique [41, 86]. De plus, I’activité antibactérienne ne
semble pas seulement étre gouvernée par I’interaction du peptide avec les membranes mais
aussi par la taille des agrégats formés par ces peptides dans les solutions aqueuses [86]. En
effet, les agrégats de peptides de taille 20-40 nm liberent plus efficacement la calcéine des
vésicules de POPC et POPC/POPS (3/1) que les monomeéres. Tous ces résultats appuient le
modele selon lequel le peptide agirait comme un détergent en formant des « micelles de
peptides ». D’autre part, le peptide agit en perturbant préférentiellement les chaines d’acide
gras des lipides anioniques, comme celle du POPS lorsqu’il est mis en contact avec des
vésicules de POPC/POPS/cholestérol et cela a pH acide. Cela a été montré en incorporant des

chaines d’acides gras deutérées et en enregistrant des spectres “H du solide [90].
1.1.3.3-Interactions avec I’ADN et transfection

En plus de son action antibactérienne, LAH, est capable de former des complexes avec
I’ADN et de transfecter efficacement les cellules in vitro avec une faible cytotoxicité [40, 41].
En effet, son efficacité de transfection est comparable a I’un des vecteurs synthétiques de
transfert de géne le plus prometteur : PEI (25 kDa) [40]. Récemment, il a été montré que ce
peptide était également capable de transfecter des cellules avec des ARNSsi [91]. Afin de
mieux comprendre les mecanismes de transfection, plusieurs études biochimiques et
biophysiques ont été réalisees. Ces études ont permis d’établir un modeéle de transfection
d’ADN par le peptide LAH,.

La présence de charges positives sur le peptide et de charges négatives sur I’ADN, laissa
tout d’abord supposer que seule la charge globale du peptide était responsable de la
complexation du peptide avec I’ADN. Cette hypothese fut rapidement réfutée [40]. En effet,
les auteurs montrerent qu’au-dela de la charge, certaines conditions structurales devaient étre

remplies pour permettre la complexation du peptide avec I’ADN [40].
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Ainsi, des études structurales du peptide a I’intérieur du complexe LAH4/ADN ont été
entreprises. La détermination de la structure secondaire du peptide, par dichroisme circulaire
et par mesure du déplacement chimique du **Cp des résidus alanines par RMN du solide &
I’angle magique, montra que le peptide se structure en hélice a a I’intérieur du complexe [92].

D’autre part, ces complexes présentent un diametre hydrodynamique allant de 100 nm
dans 5 % de glucose a quelques micromeétres en présence de 150 mM de NaCl et sont chargés
positivement [93]. Il semblerait que la présence de cette charge globale positive permettrait
aux complexes de se lier a la membrane cible par I’intermédiaire de ses protéoglycanes
sulfates héparane localisés a la surface des cellules cibles. En effet, I’utilisation de cellules
déficientes en HSPGs, réduit I’efficacité de transfection [45].

Une autre étape nécessaire a la transfection est I’entrée des complexes a I’intérieur de la
cellule. L utilisation d’un inhibiteur de pompe a proton, comme la bafilomycine Al, montre
une diminution de I’efficacité de transfection par LAH, et suggére donc que I’entrée des
complexes dans la cellule se fait par endocytose. De plus, I’acidification de I’endosome
semble nécessaire a la transfection.

Une fois endocyté, I’ADN doit étre libéré dans le cytoplasme afin de pouvoir transmettre
son information génétique a la cellule. Pour cela, plusieurs études biophysiques ont été
réalisées pour comprendre ce mécanisme. Comme il a été indiqué auparavant, I’inhibition de
I’acidification de I’endosome conduit & une baisse de [I’efficacité de transfection, par
consequent, I’acidification de I’endosome et donc la protonation des noyaux imidazoles des
quatre résidus histidines, est une étape importante lors de la transfection. Ainsi, le Dr
Prongidi-Fix et ses collaborateurs ont étudié les changements d’interactions qui se produisent
au niveau du complexe LAH,#/ADN en fonction du pH, par Calorimétrie de Titration
Isotherme (ITC). lls ont montrés qu’a pH=7, lorsque I’ADN est complétement saturé par le
peptide, le complexe est composé d’un peptide toutes les 2 paires de bases et que les
interactions qui stabilisent les complexes sont de nature électrostatique. A ce pH, les chaines
latérales des histidines ne sont pas chargées, et par conséquent le peptide pourrait connecter
deux sites distants sur le long brin ’ADN par I’intermédiaire de ces deux résidus lysines
présent a chacune de ses extrémités ou encore rapprocher deux brins d’ADN différents pour
permettre la condensation de I’ADN. Par contre, lorsque le pH passe a 5,5, le complexe
LAH4/ADN est stabilisé par des interactions hydrophobes et de Van der Waals, en plus des
interactions électrostatiques. Ce qui suggére que d’importants réarrangements se produisent

au sein du complexe [92]. A ce pH, le peptide présente une charge globale de +9 et un autre
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phénomene important se produit : environ la moitié des peptides complexés a I’ADN se
retrouve libre dans I’endosome et prét a interagir avec la membrane de celui-ci afin de libérer
son contenu. D’ou I’importance d’etudier I’interaction du peptide avec les membranes a pH <
6. Le Dr Mason et ses collaborateurs ont ainsi montré que les lipides anioniques jouent un réle
important dans la libération des complexes LAH,/ADN de I’endosome. En effet, ils
montrerent qu’il existe une corrélation entre la force d’interaction du peptide avec les lipides
anioniques (au sein de membranes mixtes telles que POPC/POPS/cholestérol), a pH acide, et
I’efficacité de transfection. Autrement dit, plus le peptide interagit efficacement avec les

lipides anioniques, plus la transfection est bonne [90].

Les auteurs ont également tenté de comprendre les mécanismes de transfection du
peptide a travers différents mutants de LAH,; (tableau 1.3), dans le but d’identifier les
résidus-clés de la séquence ainsi que leur position, les valeurs permises de I’angle
correspondant a la surface hydrophobe ou encore d’établir un lien entre la structure secondaire
du peptide et I’efficacité de transfection.

Ainsi, ils ont pu démontrer que la présence de quatre ou cing résidus histidines ainsi
que la position de ces résidus au centre du peptide étaient a I’origine d’une transfection
efficace (LAH4vs LAK, et Hi-LAK,) [40, 45].

La synthése d’autres mutants a permis également de démontrer I’importance de la
valeur de I’angle contenant les résidus hydrophobes. Cette valeur d’angle doit étre au-dela de
240° pour permettre une transfection efficace. (LAH4 vs LAH4-H15, LAH,-L1, LAH,-L3,
LAH,-L4) [40, 90].

D’autre part, le pH pour lequel 50 % des peptides sont alignés paralléelement a la
membrane et 50 % transmembranaire doit se situer autour de 6 (LAH4 vs LAH4-A6, LAH,-
L6) [40].

Pour finir, le peptide doit étre structuré en hélice o. au milieu de sa séquence pour que
la transfection soit efficace (LAH4 vs LAH4-P15) [93].

L’ajout de résidus lysines aux extrémités ne permet pas d’augmenter I’efficacité de
transfection. En effet, les interactions électrostatiques entre les lysines et les phosphates de
I’ADN doivent étre suffisantes pour complexer efficacement I’ADN mais aussi pas trop
importantes afin de permettre sa libération (LAH,4 vs K2-LAH,-K2) [93].
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Peptide Séquence Retard sur Efficacité de références
gel (g)® | transfection/ LAH,

LAH, KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA 25 40, 45, 93

LAH,- KKALLALALHHLAHHLALHLALALKKA 2,5 300 X moins bonne 93

H15
LAH4-P15 | KKALLALALHHLAHPLALHLALALKKA 2,5-5 moins bonne 93
K2-LAH;- | KKKKALLALALHHLAHLALHLALALKKKK 2,5 moins bonne 93

K2
LAH,-AN | KK-LALALHHLAHLALHLALALKKA 15 25 fois moins bonne 93
LAH,-AC | KKALLALALHHLAHLALHLAL—KK- 2 10 fois moins bonne 93

LAH; KKLALALALALHALALALALKKA 2,5 10 fois moins bonne 40, 45

LAH, KKLAHLALALALGLALAHLAKKA 2,5 10 fois moins bonne 40, 45

LAH3 KKALALGLHLAHLALHLALALKKA 2,5 10 fois moins bonne 40, 45

LAHs KKALLALALHHLAHLAHHLALALKKA 2,5 Quasi aussi bonne 40, 45

que LAH,

LAK, KKLAKALAKALAKALKLALALAKK 2,5 Quasi nulle 40
LAH,-L1 | KKALLAHALHLLALLALHLAHALKKA 2,5 Aussi bonne 90
LAH4-L3 | KKALLALALHHLALLAHHLALALKKA <25 Aussi bonne 40
LAH,-L4 | KKALLALALHHLALLAHLLALHLKKA 1 2 fois moins bonne 40
LAH4-A6 | KKKKALAHLHALAAHLHALAAAALKKK 2,5 10 fois moins bonne 40
LAH,-L6 | KKKKALLHLHLLALHLHLLALLALKKK 2,5 100 fois moins bonne 40
LAH4;-G6 | KKKKALGHLHGLAGHLHGLAGGALKK >50 quasi nulle 40
Hs-LAK, | HHALLALALKKLAKLALKLALALHHA 1 50 fois moins bonne 40, 45

Tableau 1.3 : Activité de quelques mutants de LAH,
" quantité de peptide (Lg) nécessaire pour retarder complétement la migration de 1 pg
d’ADN.

b pour les cellules HepG2.
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Pour conclure, le modele de transfection suivant a été proposé pour le peptide LAH, (figure
1.16) :

(1) L’ajout d’ADN plasmidique au peptide LAH, avec 1,4 peptide/ paire de bases (les
résidus lysines sont en vert et les résidus histidines en gras) entraine la formation de
complexes LAH4/ADN positivement chargés. Il reste aussi des peptides libres dans le
milieu.

(2) Ces complexes ainsi que les peptides libres interagissent avec la membrane de la
cellule et plus particulierement avec les protéoglycanes présents a sa surface.

(3) Les peptides libres et les complexes pénétrent dans la cellule par un mécanisme
d’endocytose. A pH neutre, le peptide libre adopte une orientation transmembranaire
dans la membrane de I’endosome.

(4) Durant I’acidification de I’endosome, les chaines latérales des résidus histidines se
protonent et environ la moitié des peptides complexés a I’ADN se retrouvent libérés
dans I’endosome. Les peptides adoptent désormais une orientation paralléle a la
membrane de I’endosome.

(5) La membrane est déstabilisée et par conséquent les molécules d’ADN (avec les

molécules de peptides ?) se retrouvent dans le cytosol de la cellule.
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Figure 1.16 : Représentation schématique des étapes clés permettant le transport de
I’ADN par le peptide LAH, dans les cellules eucaryotes [45].
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1.2-Objectif et contribution du travail de these

Nous avons vu qu’il existe de nombreux modéles permettant d’expliquer les
mécanismes de transfection ou encore les mécanismes antibactériens. Cependant, tres peu de
données expérimentales permettent de les prouver. Ainsi, LAH4 a été concu comme un

peptide modele pour les étudier.

Notre laboratoire utilise essentiellement la Résonance Magnétique Nucléaire pour
étudier ces mécanismes et particulierement I’interaction des peptides avec les membranes.
Cependant, le prérequis a de telles études est de disposer de peptides marqués par des
isotopes comme le N et/ ou le *3C. Ainsi, le second chapitre introduit les méthodes
d’expression des protéines hétérologues chez E. coli mais aussi les aspects théoriques des
techniques RMN utilisés pour I’étude des interactions du peptide avec les membranes et avec
I’ ADN.

Le troisiéme chapitre, quant a lui expose les stratégies mises au point pour produire le
peptide LAH, chez E. coli. En effet, le caractére antibactérien du peptide envers cet
organisme apporte une toxicité supplémentaire lors de I’expression. Il a donc été necessaire de
mettre au point une stratégie d’expression pour contourner la toxicité du peptide envers cet
organisme. Ce protocole de production a permis d’obtenir des quantités de peptides marqués

en >N de I’ordre d’une dizaine de mg par litre de culture.

La compréhension du (des) mécanisme(s) d’action antibactérien mais aussi des
mécanismes necessaires au relargage de I’ADN dans le cytoplasme de la cellule, est cruciale
pour pouvoir concevoir des peptides antibactériens et transfectant d’ADN de plus en plus
efficaces. Ainsi, les deux chapitres suivants décrivent la structure et la topologie du peptide
marqué uniformément en N, en interaction avec des membranes artificielles (micelles,
bicouches orientées) par RMN en solution et par RMN du solide. Le chapitre six, quant a lui
présente les informations structurales précises, obtenues pour la premiére fois, au sein du

complexe ADN/LAH,par RMN en rotation a I’angle magique.
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Chapitre 2 :

Théorie

2.1-Stratégie d’expression d’une protéine hétérologue chez E. coli.

E. coli est un des hétes le plus souvent utilisé pour produire des grandes quantités de
protéines qui sont nécessaires a la détermination de structures par RMN et par
cristallographie. En effet, environ 60 % des protéines dont la structure tridimensionnelle a été

résolue et soumise a la PDB (Protein Data Bank) en 2010, ont été produites par E. coli.

Ce systeme d’expression bactérien offre un moyen rapide et économique de produire
des protéines. En effet, la génétique des bactéries est bien connue et ces cellules ont
I’avantage de croitre rapidement, avec des densités trés hautes dans des milieux peu onéreux.
De plus, la multitude de vecteurs d’expression et de souches bactériennes mutées
commercialisées rend ce systeme d’expression tres attractif. Cependant, malgré tous ces
avantages, rien ne garantit que la protéine que I’on souhaite exprimer, sera produite en
quantité suffisante. C’est essentiellement le cas des protéines ou peptides membranaires dont
I’expression est difficile et aboutit souvent a des quantités insuffisantes pour des éetudes

structurales par RMN.

De facon générale, pour surexprimer une protéine chez E. coli il est nécessaire de
cloner le gene qui code pour la protéine d’intérét dans un vecteur d’expression dont les
caractéristiques seront développées par la suite. Celui-ci est alors introduit dans la cellule héte
par méthode physique (électroporation) ou chimique (CaCl,). L’expression de la protéine
d’intérét est alors effectuée en détournant une partie de I’énergie de la cellule bactérienne.
Ainsi, il est nécessaire de réguler I’expression de la protéine d’intérét. Il est alors intéressant

de voir quels sont les paramétres qui influencent le niveau d’expression d’une proteine.
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2.1.1-Le vecteur d’expression

Les élements genétiques essentiels, qui constituent tout vecteur d’expression [94]

(figure 2.1) sont :

1. Porigine de réplication (Ori)

2. un marqueur de résistance a un antibiotique (par exemple Tet, pour la tétracycline)
3. un promoteur de transcription (P) ainsi qu’un terminateur (TT)

4. les régions d’initiation (RBS) et de terminaison de la traduction (codon STOP).

L’origine de réplication est I’élément qui determine le nombre de copies du vecteur
d’expression dans la cellule de I’h6te. En effet, c’est une séquence d’ADN qui permet a
I’ADN plasmidique d’étre répliqué indépendamment du chromosome bactérien. La plupart
des vecteurs d’expression se dupliquent par le réplicon ColE1 et se définissent comme étant
des plasmides multi-copies avec 10 a 50 copies par cellule. Ainsi, la présence de réplicon sur
le vecteur d’expression permet d’augmenter le nombre de copie du gene d’intérét et par
conséquent le rendement de la protéine surexprimée. Mais d’autres facteurs, que nous citerons
par la suite, jouent sur la quantité finale de protéine produite comme le dosage du géne, la

force du promoteur, la stabilité de I’ARNm et I’efficacité de I’initiation de la traduction.

Le marqueur de résistance permet le maintien de ces plasmides multi-copies dans la
bactérie. Ce sont généralement des marqueurs de résistance a un antibiotigue comme
I’ampicilline, la kanamycine, le chloramphénicol ou encore la tétracycline. Un plasmide qui
contient le géne de résistance a I’lampicilline, exprime une enzyme dans le périplasme: la -
lactamase qui hydrolyse le noyau B-lactame. Ainsi, I’lampicilline présente dans les milieux de
culture est susceptible d’étre dégradée par cette enzyme et donc de disparaitre du milieu. Par
conséquent, il est préférable d’utiliser d’autres marqueurs de sélection qui nécessitent d’autres
antibiotiqgues comme la kanamycine ou le chloramphénicol. Ces antibiotiques ne sont pas
dégradés mais inactivés par des enzymes comme I’aminoglycoside phosphotransférase ou

encore acetyl transférase.

Le promoteur est une séquence nucléique qui est située en amont de la séquence du
géne d’intérét et qui permet I’initiation de la transcription par la fixation de I’ARN
polymérase. L’ importance et le r6le du promoteur dans le cas de la production de protéines

hétérologues seront détaillés par la suite. En aval du promoteur se trouve le site d’initiation de
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la traduction, site ou se fixent les ribosomes (RBS), c’est une séquence non codante qui est
complémentaire a I’ARNr 16S et qui se trouve de 5 a 13 nucléotides en amont de I’'ATG

initiateur.

Le site de terminaison de la transcription se trouve apres la région qui code le géne
d’intérét et il sert a la fois comme site de terminaison [95] mais aussi comme une séquence

qui protége I’ARNmM des exonucleases par sa structure en tige-boucle.

35 .10 SD coding sequence  TT Tet Ori

|
O— = 7Y

/ \ STOP codon
35 -10 UAA

TTGACA (N)17 TATAAT UGA
UAG

START codon

mRNA 5 UAAGGAGG (N)g IAUG (91%)
16S rRNA 3' ;oAUUCCUCC GUG (8%)
UUG (1%)

Figure 2.1: Représentation schématique des éléments essentiels a un vecteur
d’expression procaryote [96].

Le promoteur (P) (le promoteur hybride tac) est positionné en amont de la séquence codante (coding
sequence). Il est sous le contréle d’'un géne régulateur (R) qui code pour un répresseur. Ce gene peut-
étre présent sur le vecteur d’expression ou encore sur le chromosome de la cellule héte. La fleche
indique le sens de la transcription. La séquence de terminaison de la transcription (TT) sert a stabiliser
I’ARNm. Le site de fixation du ribosome (RBS) contient la séquence de Shine-Dalgarno (SD) qui permet
Pinteraction de I'extrémité 5 de I’ARNm avec I'extrémité 3’ de I’ARNr 16S du ribosome lors de
I'initiation de la traduction. Les trois codons d’initiation (start codon) sont montrés avec leur
fréquence d’apparition chez E. coli ainsi que les trois codons stop dont UAA suivi d’un U qui est le
codon de terminaison de la traduction le plus efficace. Le marqueur de sélection (Tet) qui code un
gene de résistance a la tétracycline, permet la sélection des souches bactériennes possédant le
vecteur. Le nombre de copies du vecteur dans la cellule est fixé grace a I'origine de réplication (Ori).
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2.1.2- Régulation de I’expression de la protéine d’intérét

La surexpression d’une protéine hétérologue est trés colteuse en énergie pour la
cellule. La bactérie utilise les ressources nécessaires a son propre metabolisme pour pouvoir
maintenir et exprimer le géne « étranger ». C’est une situation de stress pour la cellule hote
qui se traduit généralement par un ralentissement de I’augmentation de la biomasse [97] ou
méme parfois par la protéolyse de la protéine d’intérét. Ainsi, la régulation de I’expression du
géne étranger est nécessaire pour éviter tout stress a la bactérie et pour obtenir de grandes

quantités de protéines de qualité.

Pour permettre la production de grandes quantités de protéines le promoteur idéal doit
étre fort, pour que I’initiation de la transcription se fasse a une fréquence élevée. Mais, il doit
étre aussi finement régulé afin d’éviter que la surexpression de la protéine ne soit néfaste a la
cellule héte, [98]. Ainsi, il est nécessaire de pouvoir choisir le moment ou I’expression de la
protéine va débuter. Cela se fait grace a des promoteurs dit inductibles. Les promoteurs les
plus utilisés pour la production de protéines hétérologues sont des promoteurs inductibles
thermiquement (ApL) [99] ou par des molécules chimiques (promoteur lac: IPTG, ou
promoteur araBAD par le L-arabinose) [98]. Par la suite, nous décrirons en détail le
mécanisme de régulation du systeme d’expression pET qui a été utilisé pour la production de
notre peptide LAH,4 [100].

Le systeme d’expression pET

Le systéeme d’expression qui utilise le vecteur pET, développé par Studier en 1990,
représente plus de 90 % des systemes de préparation protéique issus de la PDB en 2010. Ce
vecteur (figure 2.2-A) contient une cassette de clonage multiple (MCS) qui permet I’insertion
du gene d’intérét ainsi que le terminateur de transcription (T7 terminator), un promoteur T7
(T7 promoter), le gene codant le represseur lacl qui régule le promoteur T7 en se fixant sur
I’opérateur lac (lac operator). Ce vecteur contient également un marqueur de résistance a un

antibiotique (résistance) et une origine de réplication (ori).
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Dans ce systeme d’expression (figure 2.2-B), I’ARN polymérase du bactériophage T7
est utilisée pour la transcription du géne codant la protéine d’intérét. Cette enzyme a
I’avantage, contrairement a I’ARN polymérase de la bactérie, de posséder une tres haute
processivité et d’étre cing fois plus rapide (230 nucléotides par seconde). Le géne (fragment
DE3 du prophage) qui I’exprime se trouve sur le chromosome bactérien et il est sous le
contrdle du promoteur lacUV5 régulé par I’opérateur lac. Sur ce chromosome se trouve aussi
le gene qui code pour le répresseur lacl. Celui-ci, sous forme de tétrameére, se fixe sur

I’opérateur lac ce qui empéche I’initiation de la transcription de I’ARN T7 polymérase.

Sur le vecteur pET, le promoteur T7 permet la transcription du géne a cloner par la fixation de
I’ARN T7 polymérase. Ce promoteur est aussi régulé par I’opérateur lac et le plasmide

posséde le gene codant pour le répresseur lacl qui inhibe la transcription du géne d’intérét.

Ces deux promoteurs (lacUV5 et T7) sont inductibles (figure 2.2-C), c'est-a-dire que la
fixation des ARN polymérases sur ces séquences nucléotidiques est possible, grace a la
présence d’un analogue du lactose, I’isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). En effet,
I’IPTG se lie au répresseur lacl, libere I’opérateur lac, I’ARN polymérase de la bactérie peut
ainsi se fixer sur le promoteur lacUV5 et initier la transcription du gene codant ’ARN T7
polymérase. La présence d’IPTG permet aussi la fixation de I’ARN T7 polymérase exprimée
sur le promoteur T7 du vecteur pET et par conséquent la production de la protéine

hétérologue.

Dans les systemes d’expression bactérien qui contiennent des promoteurs forts, il
existe une « fuite » de I’expression de la protéine d’intérét et cela en absence d’inducteur. On
parle d’expression basale. Cette expression basale peut avoir pour conséquence une instabilité
du vecteur d’expression qui pourrait aboutir a son expulsion de la cellule hdte. D’autre part,
dans le cas de protéines toxiques, ceci peut conduire a la mort de la bactérie avant méme

I’induction.
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(A)

E. coli genome o

(B)

(C) -

Figure 2.2 : Systeme d’expression pET [101].

A - Configuration générale d’un plasmide pET montrant les éléments clés : origine de réplication
(ori), marqueur de résistance (resistance), le géne codant le répresseur lacl qui régule le promoteur
T7 en se fixant sur I'opérateur lac (lac operator), la cassette de clonage multiple (MCS) qui permet
I'insertion du gene d’intérét ainsi que le terminateur de transcription (T7 terminator). B - Mécanisme
de répression du promoteur lacUV5 (régulation de I'expression de I’ARN T7 polymérase) et du
promoteur T7 (régulation de I'expression de la protéine d’intérét), en absence d’'IPTG.C - Mécanisme
d’induction des promoteurs lacUV5 et T7 par I'IPTG.
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2.1.3-Parameétres responsables du niveau d’expression de la protéine

hétérologue.

Plusieurs facteurs, autres que la régulation du promoteur, influencent le niveau
d’expression de la protéine hétérologue. En effet, le taux d’expression de la protéine est
gouverné par la nature du gene a exprimer, la stabilit¢é de I’ARNm et son efficacité de
traduction ainsi que la dégradation potentielle de la protéine par les protéases cytoplasmique

de la cellule héte ou encore la toxicité de la protéine produite envers la bactérie.
2.1.3.1- La nature du gene a exprimer

Le taux d’expression d’un gene chez E. coli dépend de sa nature. Les génes d’origine
eucaryote s’expriment moins bien que les génes d’origine procaryote. Ceci est dd a un usage
des codons qui est différent selon les organismes. En effet, un méme acide aminé peut étre
préférentiellement codé par un codon qui différe en fonction du type de cellule. La fréquence
d’utilisation des codons reflete I’abondance des ARNt correspondants présents dans le
cytoplasme. Ainsi chez chaque organisme on distingue deux types de codons : les codons
majeurs et les codons rares. Les codons majeurs se définissent comme ceux que I’on retrouve
dans les genes fortement exprimés tandis que les codons rares sont présents dans les génes qui
ont un faible niveau d’expression. Le tableau 2.1 regroupe les codons rares présents chez E.
coli. lls sont définis comme étant utilisés a une fréquence inférieure & 1 % [102]. Ainsi,
I’expression de génes « étrangers » contenant des codons rares, chez E. coli peut aboutir a des
problémes de traduction, comme I’incorporation du mauvais acide aminé, le changement du
cadre de lecture ou encore une terminaison prématurée de la traduction [103]. Par conséquent,
la quantité et/ou la qualité de la protéine a exprimer se trouve considérablement réduite. Les
solutions les plus couramment utilisées pour contourner ce probléeme sont d’une part la co-
transformation de la cellule bactérienne par un plasmide exprimant les ARNt de ces codons
rares [104] ou encore la construction d’un gene synthétique ou les acides aminés sont codes
par les codons les plus en usage chez E. coli. C’est le cas pour notre peptide pour lequel le

gene a eté construit sur la base des codons les plus utilisés chez cet organisme.
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Codon(s) Acide aminée
AGA, AGG, CGA, CGG Arg
UGU, UGC Cys
GGA, GGG Gly
AUA lle
CUA, CUC Leu
CCC, CCU, CCA Pro
UCA, AGU, UCG, UCC Ser
ACA Thr

Tableau 2.1 : Tableau montrant les codons rares qui codent pour certains acides aminés

chez E. coli.

2.1.3.2-La stabilité de ’ARNmM

Le taux d’expression de la protéine dépend également de la stabilité I’ARNm [105].
En effet, plus il y aura d’ARNm plus il y aura de protéines exprimées. Il est donc important de
pouvoir correctement contrdler la stabilitt de I’ARNm dans les systemes d’expression
recombinants. La demi-vie d’'un ARNm se situe entre 30 s et 20 minutes au maximum. Les
principales enzymes responsables de sa degradation sont les deux exonucléases 3’25’ RNase
Il et PNPase ainsi que I’endonucléase RNase E. La protection des ARNm dépend de sa
structure, de sa protection par les ribosomes mais aussi de sa polyadénylation du cété 3’ qui
facilite sa dégradation [106]. Ainsi, dans les différents systémes d’expression commercialisés,
des séquences stabilisatrices en 5’ et 3° de I’ARNm ont été introduites. C’est le cas du site de
fixation des ribosomes (RBS) dépourvu de structures tige-boucle qui permet une initiation
efficace de la traduction et par conséquent une protection ribosomal de I’ARNm [104] ou
encore des séquences de terminaison de la transcription du coté 3° de ’ARNm, avec des
structures secondaires en tige-boucle qui protegent I’ARNm contre éventuelles exonucléases.
De plus, certaines souches bactériennes, permettant une augmentation de la stabilité de
I’ARNm, sont disponibles. C’est le cas par exemple des souches BL21 star (Invitrogen) qui

possédent une mutation au niveau du géne codant I’endonucléase RNase [107].
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2.1.3.3- Dégradation de la protéine par les protéases

La dégradation des protéines recombinantes lors de leur production dans la cellule
hote représente un probléeme majeur. La protéolyse joue un réle physiologique important dans
la cellule. C’est une voie catabolique utilisée pour régénérer les ressources de la cellule en
recyclant les protéines mal repliées ou encore les protéines aberrantes en leurs acides amines
constitutifs [108]. Hors, la surexpression des protéines recombinantes est un processus
colteux en énergie et les protéines sont rapidement produites, et par conséquent n’ont pas le

temps de se structurer et finalement deviennent des protéines cibles pour la protéolyse.

E. coli est une bactérie Gram négatif et possede par consequent une double
membrane : une membrane interne et une membrane externe séparé toute deux par le

périplasme. La figure 2.3 montre une représentation schématique de la membrane bactérienne.

lipopolysaccharide

porine
< — [ lipoprotéine
externe \ peptidoglycane
Espace r ~ protéine soluble dans
Sk i 1o ¢ v‘fvvv'v* \ Yy - ' I'espace périplasmique
périplasmique (\ ” 28 ) “w ' p perip q
@ ml ., -
25nm - 3 ‘vvt%h 1’ R protéine de transport
Membrane
interne

CYTOPLASME

Figure 2.3 : Représentation schématique de la membrane d’Escherichia coli. Adapté de

la référence [115].

Cette bactérie contient un nombre conséquent de protéases qui sont localisées dans le
cytoplasme, le périplasme ou encore au niveau de la membrane externe et interne. Ces
protéases ne sont pas présentes de maniére homogene au niveau des différents compartiments

cellulaires. En effet, elles sont beaucoup plus nombreuses dans le cytoplasme que dans le
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périplasme [109]. Le mécanisme de dégradation des protéines reste encore mal connu et de

plus toutes les protéases d’E. coli ne sont pas encore connues.

Ainsi, afin de minimiser la protéolyse des protéines recombinantes produites chez E.
coli plusieurs stratégies peuvent étre employées. La premiere est I’utilisation de souches
mutées au niveau des génes codants pour ces protéases [110]. C’est le cas de la souche lon’,
déficiente en proteéase La, qui est la principale protéase cytoplasmique responsable de la
dégradation des protéines mal repliées [111]. Il existe aussi des souches ompT  qui sont
dépourvues de protéases OmpT (Outer Membrane Protease T). Ces protéases se trouvent au
niveau de la membrane externe de la bactérie et seraient responsable de la dégradation des
protéines lors de la lyse des cellules [112]. Une autre alternative a la protéolyse est d’exprimer

la protéine en fusion traductionnelle N- ou C- avec une autre protéine [113, 114].
2.1.4- Localisation de la protéine exprimée

La protéine surexprimée peut se retrouver dans différents compartiments cellulaires.
Ainsi, la protéine surexprimée peut se retrouver au niveau du cytoplasme, des membranes, du

périplasme ou encore dans le milieu de culture.

La surproduction des protéines hétérologues dans le cytoplasme est souvent
accompagnée d’un mauvais repliement de la protéine et d’une ségrégation sous forme
d’agrégats insolubles connus sous le nom de corps d’inclusion. Les corps d’inclusion (figure
2.4) sont des particules denses de protéines agrégées d’environ 1 um de diametres. La

protéine surexprimée représente en général environ 50 % de ces corps d’inclusions [116, 117].

L’expression sous forme de corps d’inclusion posséde certains avantages. La
purification est facilitée, la protéine est protégée contre d’éventuelles protéases et enfin cette
forme d’expression est idéale dans le cas de protéine toxiques envers la cellule héte comme
c’est le cas pour les peptides antibactériens. Cependant lorsque la protéine s’exprime dans les
corps d’inclusion, il est nécessaire de les solubiliser a I’aide d’agents dénaturants comme
I’urée a 8 M ou encore de I’hydrochlorure de guanidine a 6 M. La protéine devra alors étre

renaturée sous sa forme active.
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Corps
d’inclusion

Figure 2.4 : Cellules d'E. coli 6 heures apreés I'induction de I'expression de la chaine
lourde de I'anticorps MAK33 visualisés par microscopie électronique. Les corps

d'inclusions sont les structures amorphes en gris clair. [118]

2.1.5- Les partenaires de fusion

Les partenaires de fusion possédent trois avantages majeurs. Le premier consiste a
augmenter la solubilité de la protéine d’intérét, de faciliter sa purification mais aussi de
masquer la toxicité de protéines toxiques envers E. coli. Actuellement, les systemes
d’expression en fusion traductionnelle principalement utilisés sont: la Gluthation-S-
Transférase (GST), la Maltose Binding Protein (MBP) ou encore la Thiorédoxine. Ces
partenaires de fusion sont utilisés car ils agissent comme des « solubilisateurs » de protéines
de fusion qui se retrouvent généralement correctement repliées et par conséquent moins
sujettes aux protéases [96,98]. lls sont le plus souvent placés en amont du géne d’intérét. En
effet, le fort niveau d’expression de ces protéines peut souvent étre « transmis » a la protéine
d’intérét surtout grace a la stabilisation de I’ARNm. D’autre part, ces protéines facilitent la
purification de la protéine de fusion. Par exemple, les protéines en fusion avec la GST
pourront étre purifiées sur résine Glutahion-Sépharose. Par contre, pour les autres partenaires
de fusion qui ne possedent pas cette fonction, il sera nécessaire d’introduire un « tag », c'est-a-
dire une séquence permettant la purification de la protéine de fusion. Le «tag » le plus
souvent utilisé et le HisX6 qui correspond a une succession de six histidines. Cette séquence

permet la purification de la protéine de fusion par chromatographie d’affinité sur résine de
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cobalt ou de nickel. De plus, elle permet la purification de la protéine dans des conditions
dénaturantes (jusqu’a 8 M d’urée), ce qui est intéressant lorsque I’on souhaite purifier une
protéine qui s’exprime de fagon insoluble. C’est généralement le cas pour I’expression des
peptides antibactériens que I’on retrouve le plus souvent exprimés sous forme d’agrégats. Les

stratégies d’expression de ces peptides seront abordées dans le chapitre 3.

Apreés expression de la protéine de fusion, il est nécessaire de séparer la protéine
d’intérét du partenaire de fusion. Ceci est possible grace a une étape de clivage de la protéine
de fusion. Celle-ci peut se faire soit par des méthodes chimiques soit par des méthodes
enzymatiques. Cela nécessite I’introduction d’un site de clivage entre les deux protéines. Le
tableau 2.2 montre les principales méthodes de clivage chimique et enzymatique ainsi que
leur site de reconnaissance. Dans le cas des coupures chimiques, les séquences de
reconnaissance sont tres courtes et par conséquent ces sites pourront se retrouver plus
fréquemment ailleurs sur la protéine de fusion. Il est cependant parfois possible de supprimer
ce site non désiré par mutagenese dirigée. Un autre probléme provient du fait qu’a la suite de
ce clivage, un acide aminé supplémentaire peut étre ajouté du coté N-ter de la protéine
d’intérét. C’est le cas par exemple pour I’acide formique qui libere une proline du c6té N-ter
de la protéine d’intérét. Malgreé tout, I’acide formique, hormis d’étre peu couteux (comparé
aux prix des protéases), présente I’avantage de pouvoir cliver les protéines de fusion qui sont

sous forme agrégée. En effet, celles-ci sont souvent solubles dans I’acide formique.

Les sites de reconnaissance des coupures enzymatiques sont plus spécifiques. Ces
enzymes clivent en général du coté C-ter du site de coupure et il n’y a pas d’acide aminé en
N-ter de la protéine d’intérét. Par contre, ces méthodes de clivage ne peuvent étre réalisées en
conditions dénaturantes dans le cas ou la protéine de fusion s’exprimerait de facon insoluble.
De plus, les protéases sont plus sensibles a I’encombrement stérique et le site de clivage devra
donc étre accessible. Apres cette étape de clivage, la protéine d’intérét devra étre récupérée du

milieu par purification.
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Méthode de clivage | Ségquence de reconnaissance | Références

L Hydroxylamine -Asn-Gly- 122

o

=

§ Bromure de cyanogéne -Met- 119, 120
?Jy Acide formique -Asp-Pro- 121

g Facteur Xa -lle-Glu-Gly-Arg- 123,124
T Thrombine -Gly-Pro-Arg- 123

p=d

= enterokinase -Asp-Asp-Asp-Asp-Lys- 125

Tableau 2.2 : Tableau énumérant les agents chimiques et les enzymes les plus utilisés

pour le clivage des protéines de fusion

Ainsi, pour obtenir des quantités suffisantes de protéines ou de peptides de qualités
chez E. coli, il faut tenir compte de tous les parameétres décrits précedemment et trouver la
bonne « combinaison » entre souche bactérienne, systeme d’expression, partenaire de fusion

(exprimer la protéine de maniére soluble ou insoluble ?), méthode de clivage et purification.
2.2- La Résonance magnétique nucléaire

Dans le cadre de ma thése, la RMN a été «I’outil » utilisé pour obtenir des
informations structurales sur le peptide LAH,4 dans un environnement membranaire mais aussi

pour obtenir des informations de distances au sein du complexe de transfection LAH4,/ADN.
2.2.1- Le phénomene de Résonance magnetique nucléaire

La découverte de la Résonance magnétique Nucléaire a valu le Prix Nobel de Physique en
1952 & E.M Purcell et F.Bloch.

2.2.1.1-Spin nucléaire et moment magnétique associé

La Résonance Magnétique Nucléaire est une technique de spectroscopie qui s’applique
aux noyaux qui posseédent un moment angulaire intrinséque appelé spin nucléaire, noté I, et

donc un moment magnétique i non nuls. Ces deux moments I et i sont colinéaires. Le facteur

de proportionnalité y est le rapport gyromagnétique caractéristique d'un noyau donné tel que :
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H=vy.hl (2.1)
h est la constante de Planck divisée par 2r (h = 1,054.10°4J.S).
2.2.1.2-Noyaux de spin | =% dans un champ magnétique

Les noyaux les plus étudiés en biologie sont le *H, *C, *!P et **N. Ils possédent tous
un spin I= %. Les propriétés individuelles de quelques noyaux sont présentées dans le tableau
2.3.

Rapport gyromagnétique y
Noyau | Abondance naturelle
(10* rad.s™.T™
H 2,674 1/2 99,08
Bc 0,672 1/2 1,108
BN -0,271 1/2 0,37
F 2,516 1/2 100
p 1,083 1/2 100

Tableau 2.3 : Tableau montrant les valeurs des rapports gyromagnétiques y , le nombre

de spin I ainsi que I’abondance naturelle de quelques noyaux.

Lorsque ces noyaux sont placés dans le champ magnétique statique By, leur
aimantation précesse autour de By a la fréquence de Larmor :
L (2.2)
Vo =Y-— :
0 an
v, représente la frequence (Hz) de précession de I’aimantation autour du champ By (T), y est

le rapport gyromagnétique du noyau en rad.s~1. 71,

Pour un spin Y%, il existe deux états : I’état o (+1/2) et I’état B (-1/2). En I’absence de
champ magnétique, la différence d’énergie entre les deux états est nulle, les niveaux d’énergie
sont dits dégénérés. Par contre, en présence d’un champ magnétique By I’interaction entre By
et le moment magnétique du noyau léve la dégénérescence des niveaux d’énergie : c’est I’effet

Zeeman (figure 2.5). L'écart entre les niveaux d’énergie vaut :

AE =yhBg (2.3)

avec E : I’énergie (J), Y : rapport gyromagnétique (rad.s~*.T~%.) et By . le champ
magnétique (T).
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Figure 2.5 : Eclatement des niveaux d’énergie pour un spin % par application d’un

champ magnétique statique By . Effet Zeeman.

A I’équilibre, la différence de population entre les deux niveaux d’énergie
N+ (pour le niveau o) et N- (pour le niveau ) est caractérisée par un trés faible exces des
noyaux sur le niveau a.. En effet, les spins se répartissent sur les niveaux d’énergies selon la

loi de Boltzmann :

N+/N- = e4FKT (2.4)

avec k est la constante de Boltzmann (1,3805.10% J/Kelvin) et T la température en Kelvin.

Du fait du léger exces de la population des spins sur le niveau ¢, l'aimantation

macroscopique résultante, notée M (qui correspond & la somme des moments magnétiques)

posséde la méme direction et le méme sens que le champ magnétique By (figure 2.6).
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Figure 2.6 : Représentation de I’aimantation macroscopique M, & I’équilibre, dans le

champ magnétique By.

2.2.1.3-Signal RMN

Perturbation de I’équilibre :

Pour observer un signal, il faut rompre I’équilibre entre les deux niveaux d’énergie en

induisant des transitions entre les niveaux. L’énergie nécessaire a une transition vaut :

AE = hvo (2.5)

L’equilibre est perturbé par I’application d’un champ de radiofréquence B; (oscillant).
Ce champ magnétique B1 est animé d’un mouvement de rotation dans le plan (X,y)
appartenant au référentiel du laboratoire (X, y, z). On définit ainsi un repere (X’, y’, z) tournant
autour de z a la méme vitesse angulaire de sorte que le champ B, y apparaisse stationnaire. Ce

champ est produit par une bobine placée perpendiculairement a By, le long de I’axe des y, par

. : . 0
exemple, pendant une impulsion de durée T = —

1

Pour que I’impulsion soit efficace il faut

que sa fréquence soit égale a vy (figure 2.7). A partir de maintenant on se place dans le

référentiel tournant et on omet la notation en ‘.
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Figure 2.7 : Basculement de I’aimantation M d’un angle 8 = g le long de I’axe x aprés

impulsion d’un champ Bj sur I’axe y.
Le signal RMN correspond au retour a I’équilibre de I’aimantation.
Relaxation :

Apreés I'impulsion de RF, I’aimantation est ramenée vers sa position d’équilibre suivant By,

par des phénomenes de relaxation décrit par Bloch :

- Le temps de relaxation transversal ou spin-spin, T2, décrit I’évolution de la précession
dans le plan (X, y) et dépend des interactions entre les noyaux (figure 2.8). Cependant, on
parle plutot de temps de relaxation effectif noté T,* a cause de I"inhomogenéité de B, dans

I’échantillon.
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Plan (x, y) My(t)
> ‘
X Relaxation transversale : FID
_ T,*=temps de relaxation transverse My(t) = M,ycosm, te—t/T2-

Figure 2.8 : Retour a I’équilibre de I’aimantation apres arrét de B; suivant le plan (x,y) :

phénomeéne de relaxation transversale.

- Le temps de relaxation longitudinal ou spin-réseau, noté T1, caractérise le temps de
retour a I’équilibre de I’aimantation le long de I’axe z (figure 2.9). La valeur de T1 dépend des
mouvements moléculaires. Pour des mouvements lents T1 est court et long pour des

mouvements rapides.

X

T1 = temps de relaxation longitudinale = Relaxation longitudinale

M,(t) = Mo(1 — e_Til)

Figure 2.9 : Retour a I’équilibre de I’aimantation aprés arrét de B1 suivant I’axe (Oz) :

phénomeéne de relaxation longitudinale.
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Spectre RMN :

Le signal temporel transverse du retour a I’équilibre est enregistré dans la bobine
réceptrice/émettrice : c’est la FID (Free Induction Delay). Le spectre RMN correspond a une
transformée de Fourier de la FID (figure 2.10). Pour obtenir un spectre avec un bon rapport
signal/bruit (S/B), il faut accumuler plusieurs FID : pour n mesures le rapport S/B augmente
d’un facteur v/n . Le temps d’attente d1 entre deux FID doit étre suffisamment long pour que

le systéme de spins soit totalement revenu a I’équilibre (d1=3 a5 T1).

Largeur a mi hauteur =

Transformée 1
de Fourier —>{l¢— nT,«
L
> Vg
temps

Figure 2.10: Passage de la FID (signal temporel) au spectre RMN (signal en fréquence)

par la transformée de Fourier.

2.2.2- Les interactions nucléaires

Précédemment nous avons vu que les spins nucléaires étaient affectés par le champ
magnétique statique By : c’est I’interaction Zeeman mais d’autres interactions internes sont
responsables de fluctuations du champ magnétique ressenti par le noyau. Toutes ces

interactions sont caractérisées par un Hamiltonien H :
H=Hiu+ H,+ Hy (2.6)

avec H : Hamiltonien total, A, : Hamiltonien d{ aux interactions internes, H,: Hamiltonien de
Zeeman et A +: Hamiltonien qui correspond aux impulsions et qui vaut 0 pendant les périodes

de précession libres.
H;= —u.B, 2.7)
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Hine=Hppc + Hp + ﬁQ"‘ﬁJ (2.8)

avec Hac: Hamiltonien d’anisotropie de déplacement chimique, Hp: Hamiltonien du
couplage dipolaire, Hy: Hamiltonien quadripolaire et #,: Hamiltonien du couplage scalaire.

Les interactions a considérer ne sont pas équivalentes et dépendent de la nature de
I’échantillon (liquide ou solide) et du noyau étudié. Le tableau 2.4 regroupe les ordres de

grandeurs des Hamiltoniens (en Hertz) pour un échantillon liquide et solide.

interaction solides | liquides
Zeeman 108 108
H;
Spin-spin direct 10* 0
Hp
Spin-spin indirect 102 102
H,
Blindage électronique H apc | 10* 104
Quadrupolaire 106 0
Hq

Tableau 2.4 : ordres de grandeurs des Hamiltoniens (en Hertz) pour un échantillon

liquide et solide.

Toutes ces interactions ont un caractere anisotrope c'est-a-dire qu’elles dépendent de
I’orientation du noyau dans le champ magnétique. Ainsi il est nécessaire de distinguer deux

référentiels :

- Le reférentiel qui correspond a I’orientation de [I’interaction considérée, dans une
molécule : c’est le référentiel PAS (Principal Axis System).

- Le reférentiel du laboratoire qui décrit I’orientation de cette interaction par rapport au
champ By dirigé selon I’axe des z. Les angles d’Euler a, B et y permettent de le passage

du référentiel PAS au référentiel du laboratoire.
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2.2.2.1-Interaction de déplacement chimique

En réponse a By, le nuage électronique autour du noyau génere un champ magnétique

local. Le noyau ne ressent plus le champ By mais un champ effectif Beg:
Beff = BO - Blocal (2- 9)

avec Bjoca = 0.By et o : constante d’écran qui dépend de I’environnement du noyau. La

fréquence de résonance vaut alors:

_ (1 -o0)yBy
v=——-———

o (2.10)

La fréquence de résonance d'un noyau va donc dépendre du champ magnétique By et
du parameétre d'écran o. De plus, le champ local Becq €5t tres petit devant Bo. Ainsi, la mesure
de I’écart relatif de la fréquence observée (v) par rapport a la fréquence d’une référence (Lref)
va permettre d’obtenir une échelle relative indépendante de la valeur du champ Bo. Les
signaux RMN sont ainsi caracterisés par le déplacement chimique (8) exprimé en partie par

millions (ppm), qui dépend seulement de I'environnement dans lequel le noyau se trouve :

_ 106 - (U_Uref)

Uref

8 (2.11)

La constante d’écran o a un caractére anisotrope c'est-a-dire que sa valeur varie en
fonction de I’orientation de la molécule par rapport au champ magnétique. Cette dépendance
est décrite par un tenseur anisotrope qui mathématiquement est représenté par une matrice 3 X
3.

Oxx Oxy Oxg
0=(ayx Oyy ayz) (212)

Oy;x Ozy Oy

Ce tenseur est diagonal dans le systéme d’axe principaux (PAS) c'est-a-dire que toutes
les valeurs de o sont nulles hormis les valeurs diagonales : Gy Gyy, Gz
Généralement les valeurs diagonales se notent o1, 627, o33 €t decrivent la direction de la

constante d’écran la plus faible, intermédiaire et la plus forte respectivement.
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011 0 0
Opas :< 0 o0 O ) (2.13)

0 0 o033

Ce tenseur peut étre représenté par une ellipse ou les axes principaux du tenseur sont
confondus avec les axes principaux de I’ellipse (figure 2.11-A).

La valeur de déplacement chimique mesurée en RMN correspond a la composante ¢, du
tenseur de déplacement chimique dans le référentiel du laboratoire (X, y, z). Ainsi, il est

necessaire de décrire les coordonnées du tenseur dans le référentiel du laboratoire a partir de

I’orientation des axes principaux ci1, 622 et os3. Celles-ci sont obtenues en appliquant des

rotations avec les angles d’Euler (figure 2.11-B).

A B

BoA

X

Figure 2.11 : A-Représentation du tenseur de déplacement chimique dans le référentiel
PAS. B- Représentation du tenseur de déplacement chimique dans le référentiel du

laboratoire décrit par les angles d’Euler (a, B).
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Ainsi, quelle que soit la valeur de v, o, peut s’écrire :

o
o,, (a,pB) =0, + E(Scoszﬁ — 1 - nsin?Bcos2a) (2.14)

avec o;,,, définissant le déplacement chimique isotrope de valeur:

(011 + 032 +033)
Ciso = 3 (2.15)

n est le parametre d’asymétrie avec n = (0, — 011)/ (033 — 0i5,), & est le paramétre
d’anisotropie avec § = (033 — 0;50)-

Si n = 0alors a,, = g4, et le tenseur posséde une symétrie axiale.

En général, dans un solide, les noyaux sont orientés aléatoirement par rapport au
champ magnétique et les mouvements moléculaires sont lents et les spectres larges, surtout si
la symétrie est faible autour du noyau. On parle dans ce cas-la de spectre de poudre dont la
forme est gouvernée par les valeurs de o11, 62, 633, La variation de la forme du spectre dépend

du parametre d’asymétrie n du tenseur de déplacement chimique anisotrope (figure 2.12).

Par contre dans un liquide, les mouvements sont rapides dans toutes les directions, les
Interactions sont moyennees et les spectres sont constitués de raies fines. Le déplacement

chimique est moyenné par le mouvement moléculaire et sa valeur vaut o, (équation 2.15).
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Tenseur de déplacement chimique
anisotrope sans symeétrie axiale

Tenseur de déplacement chimique
. anisotrope avec symeétrie axiale

Figure 2.12 : Parametres d’asymétrie influencant la forme du spectre

2.2.2.2-Couplage dipolaire : interaction spin-spin direct

Un spin nucléaire crée un champ magnétique local qui peut étre ressenti par les spins
voisins. Cette interaction correspond a l'interaction dipdle-dipdle. Pour deux noyaux | et S, la
force de cette interaction dépend de la distance r entre ces deux noyaux, et de l'orientation

relative du vecteur reliant les deux spins S et | par rapport a la direction du champ magnétique
Bo (Figure 2.13).
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Bo

»RI
L b

Figure 2.13 : Représentation schématique du couplage dipolaire entre deux noyaux S et

I distant de r et dont le vecteur IS fait un angle 6 avec le champ Bo.
Le couplage dipolaire, notée D, pour deux noyaux | et S est défini par:

hygy
— (Ho) STt 2 _
D (4n) = (3cos“6—1) (2.16)

11 etys sont les rapports gyromagnétiques des noyaux | et S, h la constante de Planck divisée

par 27 et © I'angle entre le vecteur internucléaire et la direction du champ magnétique Bo.

La valeur du couplage dipolaire dépend donc non seulement de la distance internucléaire en
1/r®, mais également de l'angle entre le vecteur internucléaire et le champ magnétique statique
Bo. Ainsi, avec la dépendance en 1/r%, plus les spins sont proches, plus le couplage dipolaire
est fort pour une méme orientation. Par exemple, la valeur du couplage dipolaire entre le
noyau °N et le noyau *H de la liaison peptidique & des valeurs comprises entre -20 kHz et 10
kHz. Dans le cas de molécules animées de mouvements isotropes rapides l'interaction

dipolaire est moyennée a 0.
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2.2.2.3-Couplage scalaire : interaction spin-spin indirect

Lorsque les moments magnétiques nucléaires de deux noyaux sont couplés a travers
leurs électrons de liaison, on parle alors de couplage indirect spin-spin. Ces interactions sont
présentes a travers les liaisons chimiques et elles mettent en jeu des énergies de I’ordre d’une
centaine d’Hertz au maximum. Pour les protéines, la valeur du couplage N-H dans la liaison
peptidique vaut 92 Hertz. Ainsi, dans les spectres RMN du solide ou les raies sont larges, elles
sont rarement observables. En liquide par contre, ces informations sont visibles et
exploitables. Elles permettent d’obtenir des informations structurales sur les angles de torsion

par exemple.
2.2.2.4-Interaction quadripolaire

Les noyaux de spins I1=1/2, comme le H, **C, N ou encore le *P, ont une
distribution sphérique des charges positives des protons. Par contre, les noyaux comme le H,
YN ou YO qui ont un spin 1>1/2 possédent une distribution non sphérique des charges
positives. Par consequent ces derniers possedent un moment quadripolaire (eQ). L’interaction
quadripolaire est due a I’interaction entre le moment quadripolaire d’un noyau et le gradient

de champ électrique local, crée par I’environnement des charges extérieures du noyau.

2.2.3-Les expériences RMN du solide
2.2.3.1-Les échantillons orientés statiques [126, 127, 128]

La RMN d’échantillons orientés est une technique puissante lorsque I’on souhaite
étudier la topologie, la structure et la dynamique des peptides dans leur environnement
membranaire. Cette technique est tres utilisée dans le but d’obtenir des informations quant au
mécanisme d’action des peptides antibactériens par exemple. Cette technique nécessite de
disposer de peptides marqués en **N au niveau de la liaison amide. Ces peptides peuvent étre
obtenus soit par synthése peptidique soit par expression bactérienne. Les deux noyaux étudiés
sont le *'P car il permet de vérifier I’orientation de la bicouche par rapport au champ B, et le
noyau N car il fournit des informations structurales sur le peptide dans son environnement

membranaire.
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=>» Le Phosphore 31

La RMN du phosphore-31 est une technique particulierement intéressante pour I'étude des
phospholipides membranaires car I’abondance naturelle du phosphore est de 100 % et donc, il
n'est pas nécessaire d'utiliser des marqueurs spécifiques. De plus, I’enregistrement du spectre
%1p se fait en quelques minutes contrairement & celui du spectre N (2 & 3 jours).
L’enregistrement d’un tel spectre permet de contréler I’orientation des bicouches de
phospholipides par rapport au champ magnétique By et d’étudier I’effet du peptide sur les
bicouches. Pour I’étude de notre peptide, nous avons réalisé des bicouches orientés de
POPC (1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine) (figure 2.14).
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Figure 2.14 : Formule chimique du POPC

Le tenseur anisotrope de déplacement chimique du phosphore appartenant au POPC vaut
[129] :

Les phospholipides en phase fluide possedent un axe principal de rotation qui
correspond a I’axe longitudinal de la molécule. Cette rotation rapide a pour consequence :
o= o= o, (valeur du tenseur perpendiculaire & la normale de la bicouche) et o33= oy
(valeur du tenseur paralléle a la normale a la bicouche) (figure 2.15). Ainsi, des bicouches de
POPC correctement orientées donnent un spectre *P avec un pic a 30 ppm environ lorsque la

normale & la bicouche est parallele a By (figure 2.15).

55



I ” W 81

L . D DO T A
60 40 20 0 -20 -40 ppm

Figure 2.15 : Spectre *'P-découplé 'H, de membranes orientées (avec la normale a la

membrane paralléle au champ magnétique By).
=> L’azote 15

La figure 2.16 représente le tenseur de déplacement chimique du noyau °N appartenant &
une liaison peptidique présente dans une hélice a. L’angle entre le vecteur NH et o33 vaut
environ 18°. Tout les deux sont orientés presque parallelement a I’axe de I’hélice. Les valeurs
de o2, o11 et o33 sont respectivement de 85 ppm, 65 ppm et 230 ppm. Grace a ces
caractéristiques particuliéres, il est possible de mesurer approximativement I’orientation de
I’hélice o dans des bicouches de phopsholipides orientés (avec la normale & la bicouche
paralléle & By) en mesurant la valeur de déplacement chimique de I’azote 15 appartenant a une

liaison peptidique.
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Figure 2.16 : Representation du tenseur de déplacement chimique de I’azote 15 d’une

liaison peptidique participant a une structure en hélice a [127]

En effet, lorsqu’une hélice o adopte une orientation transmembranaire dans des

bicouches de phospholipides (dont la normale 71 est parallele a Bo) le champ magnétique By et
033 sont paralléles (figure 2.17-A)et en supposant que I’axe de I’hélice et o35 sont confondus,
alors la valeur de déplacement chimique du noyau *°N > 200 ppm.
Par contre, lorsque I’hélice o est paralléle a la membrane , o35 est perpendiculaire a By et par
conséquent la valeur de déplacement chimique du noyau *°N est due principalement & la
contribution de o11 et o22. Ainsi, sa valeur de déplacement chimique est cette fois-ci < 90 ppm
(figure 2.17-B).
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Figure 2-17 : A- Orientation transmembranaire du peptide. B- Orientation dans le plan
du peptide [127].

2.2.3.2-Les expériences RMN statiques
=>» La polarisation croisée

En 1962, Hartmann et Hahn ont proposé une technique qui permet de transférer
I’aimantation des spins abondants vers les spins rares, dans le référentiel tournant, par
I’intermédiaire de I’interaction dipolaire : C’est la polarisation croisée de type Hartmann-
Hahn. Cette technique est trés utilisee en RMN du solide car elle permet d’augmenter le
rapport signal/bruit d’un facteur y,/ys, ou | représente les spins abondants et S les spins rares.

En effet, plus le rapport gyromagnetique du noyau est faible, plus la technique est efficace.

Cette expérience commence par la polarisation du *H par une impulsion de 90°,
ensuite les deux noyaux | et S sont « spin-lockés » en appliquant simultanément des champs
de radiofréquence suivant y sur les spins | ( BY) et S ( Bf) pendant le temps de contact. On

enregistre ensuite le signal des spins rares S en découplant les spins abondants (figure 2.18).
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Figure 2.18 : séquence de polarisation croisée de type Hartmann-Hahn

On impose également les conditions de Hartman-Hahn :

v'B} = y°Bj (2.17)

Dans les échantillons de protéines les spins rares sont les spins >N et *C et les spins
abondants les *H. Ainsi, cette technique permet d’augmenter, en théorie, le signal en *°N d’un
facteur 10 et d’un facteur 4 le signal en **C. De plus, un autre avantage majeur du transfert
d’aimantation entre le *H et le "N, par exemple, et que le retour & I’équilibre de I’aimantation
de I’azote n’est plus gouverné par le T, de I’azote ( Ty de I’ordre de 10 s ) mais par le T; du
proton qui est de I’ordre de 1s. Ainsi le delai entre deux FID est plus court et par conséquent

on peut accumuler le méme nombre de FID en moins de temps.
= PISEMA (Polarization Inversion Spin Exchange at Magic Angle) [130]

Le PISEMA est une expérience RMN qui permet d’obtenir des informations sur la
structure secondaire des protéines ou peptides dans un environnement membranaire ainsi que
la valeur de I’angle d’inclinaison de la protéine/peptide par rapport a la normale a la bicouche.
C’est une expérience a deux dimensions qui corréle le couplage dipolaire *>N-'H avec le
déplacement chimique en *°N du peptide. Elle peut se faire en mode statique ou en rotation &
I’angle magique en utilisant des protéines/peptides marqués uniformément ou sélectivement
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en °N. C’est une méthode intéressante car on obtient des informations structurales sans avoir

recours a I’attribution des noyaux de la protéine.

La séquence d’impulsion est montrée sur la figure 2.19. Cette séquence est composée
de trois étapes. La premiére consiste a augmenter le signal en >N en effectuant un transfert de
polarisation entre le proton et I’azote. Ensuite, un pulse de 35,3° envoie la magnétisation du
'H 3 I'angle magique. Pendant le temps t;, I’aimantation évolue uniquement sous I’influence
de I’interaction dipolaire. Contrairement au spin lock du CP, les protons sont « spin lockés » a
I’angle magique, ce qui permet de supprimer les couplages homonucléaires *H-'H.

Finalement, I’acquisition en °N se fait pendant le temps t, en découplant le *H.

TH-15N cplg 15N shift
t4 N ty N
90° CP 35.3° SEMA decouple
H| x Y X| Y-LG Y+LG
15N Y Y Y

Figure 2.19 : Séquence d’impulsion de I’expérience PISEMA 2D qui correle le couplage

dipolaire *H-""N avec le déplacement chimique *N [130].

L’allure des spectres PISEMA de protéines orientés dans les membranes va dépendre
de I’orientation de I’hélice par rapport a la normale a la bicouche, de la valeur du tenseur du
noyau N de chaque liaison amide, des angles diédres ainsi que de la longueur de liaison N-
H.

La figure 2.20 montre les spectres PISEMA simulés pour une hélice o de 18 résidus
possedant des angles diédres (¢,y) = (-65°, -40°) en fonction de I’angle d’inclinaison () de

I’hélice par rapport a la normale a la membrane.

Lorsque I’axe de I’hélice est paralléle a la normale a la bicouche (6=0°), toutes les

liaisons N-H sont orientées de la méme maniére par rapport au champ magnétique By et les
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fréquences de résonances en N approchent leurs valeurs maximales. Par conséquent, on

observe un seul pic sur le spectre 2D (figure 2.20-b).

Pour les autres valeurs d’angles 6 inférieurs a 40° (figure 2.20-c et 2.20-d), les vecteur
N-H de I’hélice ont différentes orientations et on observe donc une dispersion des fréquences
de résonances des noyaux N et du couplage dipolaire *H-">N. Cela se traduit par I’apparition
d’un signal qui a la forme d’une ellipse ou encore nommé «PISA wheels ». Ces pics
fournissent I’information sur la structure secondaire et la topologie du peptide dans son

environnement membranaire.

Les hélices dont I’angle d’inclinaison 6 est supérieur & 40° possédent des vecteurs N-H
qui adoptent une orientation proche de I’angle magique (6 = 55°), et par conséquent ont des
résonances avec un couplage dipolaire proche de 0 kHz. D’autres de ces vecteurs sont orientes
de telle sorte que la valeur du couplage dipolaire change de signe. Or, le spectre PISEMA ne
permet pas de distinguer entre des valeurs positives et négatives du couplage dipolaire et par
consequent on aboutit a des spectres, non plus sous la forme d’ellipse mais comme ceux

présentés sur la figure 2.20-e et 2.20-f (6 compris entre 40° et 60°).

Finalement, quand I’hélice est paralléle & la membrane (6=90°) les vecteurs N-H sont
orientés perpendiculairement au champ magnétique et par conséquent, les signaux de
résonances se superposent et le spectre PISEMA donne un pic intense autour de 75 ppmet 5
kHz (figure 2.20-h) [130].
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Figure 2.20 : Spectres PISEMA simulés pour une hélice a de 18 résidus possédant des
angles diedres (p,y) = (-65°, -40°) en fonction de I’inclinaison (0) de I’hélice par rapport

a la normale a la membrane [130].
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2.2.3.3-Les expériences RMN en rotation a I’angle magique

-> Principe de la rotation a I’angle magique [131]

L’ anisotropie des interactions nucléaires est caractérisée par la présence de bandes
larges sur le spectre RMN et donc a des signaux mal résolus et difficilement interprétables. Ce
phénomene d’anisotropie pose généralement des problemes dans le cas d’échantillon solide.
En effet, en milieu liquide, le mouvement rapide des molécules pendant I’échelle de mesure
RMN permet de moyenner ces interactions nucléaires contrairement a un solide ou la mobilité
est considérablement réduite. Cet élargissement de bandes sur le spectre peut étre facilement
observé, citons I’exemple de I’eau ou le spectre *H donne une raie fine de largeur de 0,1 Hz
alors que le spectre *H de la glace donne une raie large de 10°Hz.

Afin d’obtenir une résolution comparable a celle du liquide, Andrew (1958) et Lowe
(1959) ont développé une technique qui consiste a faire tourner un rotor (qui contient
I’échantillon) incliné de 54,7° par rapport au champ magnétique statique Bo. La figure 2.21

montre le rotor dans son environnement de mesure.

rotor / M=, hantillon
bobine RF ¢

bouchon avec
ailettes

Figure 2.21 : Composants nécessaires a la rotation d’un échantillon a I’angle magique.
Le stator, incliné de 54,7°, contient la bobine émettrice de RF et est capable de recevoir
le rotor contenant I’échantillon. Le rotor posséde des ailettes a ses extrémités. La
rotation de I’échantillon est provoquée par I’arrivée d’air comprimé au niveau des

ailettes.
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Cette technique est aujourd’hui appelée rotation a I’angle magique. Elle est utilisée
pour éliminer [I’interaction d’anisotropie de déplacement chimique ainsi que celle du
couplage dipolaire et par consequent d’obtenir des spectres plus résolus. Par exemple, la

figure 2.22 compare le spectre d’une poudre de glycine marquée uniformément en *3C avec
les spectres du méme échantillon mais cette fois ci en rotation a I’angle magique (6m = 54,7°)

avec une fréquence de rotation de [I’échantillon o, de 5 kHz ou de 10 kHz.

static

Bo‘ 9m= 54.7° SkHz
.~ %k *
* * * I | i G ..
wl‘
10 kHz
* * * X L* *

L) L] L) L L L) L] L) L] L) L]

270 240 210 180 150 120 90 60 30 0 -3
& [ppm]

Figure 2.22 : Comparaison entre le spectre **C statique et les spectres en rotation a
I’angle magique a différentes fréequences de rotation d’une poudre de glycine marque

uniformément en *C [132]. Les astérisques représentent les bandes de rotations.

Cependant lorsque la vitesse de rotation de I’échantillon est inférieure a la valeur de
I’interaction d’anisotropie de déplacement chimique, on peut observer des «bandes de
rotation » (spinning sidebands), marquées d’un astérisque sur la figure 2.22, espacées par des

multiples de la fréquence de rotation.

Voyons comment évolue I’interaction dipolaire lorsque I’échantillon est en rotation a
I’angle magique, car c’est cette interaction qui nous intéressera par la suite pour introduire la
technique du REDOR. Nous avons vu précédemment que la valeur de I’interaction dipolaire
est proportionnelle & (3cos? 6—1) ou I’angle 6 représente I’angle entre le vecteur reliant les
deux spins S et | et le champ magnétique statique Bo. Il est facile de se rendre compte que si

cet angle vaut 54,7° alors la valeur de I’interaction dipolaire vaut 0. Il faudrait donc que toutes
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les paires de spins I-S de I’échantillon solide soient orientées de 54,7° par rapport a By. Ce
n’est pas le cas pour un échantillon solide ou toutes les paires de spins sont orientées dans
toutes les directions (figure 2.23-A).Par contre, si on fait tourner le rotor, incliné de 54,7° par
rapport a By, a une vitesse supérieure a celle de la valeur du couplage dipolaire, I’interaction

dipolaire est alors moyennée a zéro sur une période de rotor.

En effet, I’Hamiltonian décrivant I’interaction dipolaire pour un échantillon tournant a

I’angle magique en fonction du temps est défini par :

H = d(t)S,1, (2.18)

avec d(t) = d [sin2Bcos2(w,t + a) — /2sin2Bcos(w,t + a)]

hysy
et d =50 31
41T Tis

ou Yo représente la perméabilité du vide, vy, et ys les rapports gyromagnétiques des spins I, h la
constante de Planck divisé par 2w, r la distance internucléaire entre les spins I et S. La
fréquence de rotation de I’échantillon w, est reliée a la période du rotor notée T, par o= 27/T,.
L’orientation du vecteur IS (figure 2.23-B) reliant les deux spins est définie dans le repére du
rotor par les deux angles a et 3 et & chacun de ces vecteurs correspond un couple d’angles (o,

B), qui dépend de I’orientation du vecteur dans le repere du rotor. L’équation 2.18 montre que

sur une période de rotor T, la valeur de I’interaction dipolaire est nulle quelque soit

I’orientation de chaque paire de spins et donc quelque soit la valeur des couples d’angles ( a,

B).
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Figure 2.23 : A-représentation des vecteurs IS dans le rotor orienté de 54,7° par rapport
au champ By. B- Angles d’Euler décrivant I’orientation d’une paire de spin I-S d’un
échantillon tournant a I’angle magique. L’axe du rotor est aligné a I’angle magique 6,

par rapport a Bo. Les angles polaire et azimutal, B et a respectivement, décrivent

I’orientation du vecteur IS qui est fixe dans le référentiel du rotor. Adaptée de [133].

= REDOR : Rotationnal Echo Double Resonnance [134, 135]

Nous avons vu précédemment que I’application de la technique de rotation des
échantillons a I’angle magique permettait d’obtenir des spectres de haute résolution.
Cependant ce gain en résolution s’effectue au prix d’une perte d’information (suppression de
I’anisotropie de déplacement chimique et des interactions dipolaires). Or, la connaissance de
la valeur de I’interaction dipolaire permet de remonter aux valeurs de distances internucléaires
qui sont d’importantes informations structurales. Il faut donc « réintroduire » I’interaction
dipolaire si I’on souhaite obtenir ces informations. La technigue REDOR est la méthode de
recouplage hétéronucléaire la plus utilisée. Cette technique a été introduite par Schaefer et
Guillon en 1989 [134,135]. Elle permet de déterminer la valeur de I’interaction dipolaire D,
entre deux spins S et |, et par conséquent de mesurer la distance internucléaire, car celle-ci est
proportionnelle & 1/r®. Nous avons vu précédemment que la rotation & I’angle magique
moyenne la valeur de I’interaction dipolaire a zéro a chaque période de rotor. Un moyen de
réintroduire uniquement I’interaction dipolaire, en laissant toutes les autres interactions
agissant sur le spin S inchangées, consiste a appliquer des pulses m synchronisés sur les

périodes de rotors sur le spin I, en observant le spin S.
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La techniqgue REDOR consiste a enregistrer deux types d’expérience :

-« I’écho-complet, Sp» consiste a mesurer I'aimantation des spins S sans éliminer le
couplage dipolaire. C’est une expérience de contr6le qui permet de tenir compte de I’effet
de relaxation T2 du noyau considéré.

-« I’écho-réduit, Sr » permet d’enregistrer la réduction de I’aimantation des spins S, due a
I’application des impulsions 7 sur le spin I. Cette réduction du signal est uniquement due a

I’interaction dipolaire entre les spins | et S.

Pour des raisons de simplification décrivons I’expérience REDOR sur deux périodes de rotor.
Principe de I’expérience d’Echo-complet :

La figure 2.24 montre une expérience d’écho-complet de spin synchronisé avec la
rotation de I’échantillon. Un pulse = est appliqué sur le spin S apres la premiere période de
rotor et I’acquisition débute a la fin de la deuxieme période de rotor. L’interaction dipolaire
n’a pas d’effet sur I’lamplitude du signal car comme nous I’avions vu précédemment la valeur
de I’interaction dipolaire sur une période de rotor est nulle. Le champ dipolaire local, B, est
positif sur la premiére demi-période de rotor puis négatif jusqu’a la fin de la premiere période
de rotor. Pendant la premiére demi-période de rotor, lorsque By est positif, il se produit un
déphasage dipolaire du spin S. Durant la deuxiéme demi période de rotor, B, change de signe
et devient négatif et par conséquent le sens de précession du spin S est inverse. A la fin d’une
période de rotor, I’aimantation du spin S est réalignée sur I’axe des x. Pendant la deuxieme
période de rotor, le spin S subit la méme trajectoire que celle suivie pendant la premiere

période de rotor et il en résulte un écho rotationnel.
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(n/2), (1),

S, = écho-complet

Figure 2.24: Principe de [I’expérience d’écho complet pendant la rotation de
I’échantillon. L’évolution du champ local B généré par le spin I sur le spin S pendant

I’expérience est indiquée.

Principe de I’expérience d’Echo-réduit

La figure 2.25 montre une expeérience d’écho-réduit synchronisé avec la rotation de
I’échantillon. Cette fois ci, en plus du pulse = sur le spin S, des pulses 7 sont appliqués sur le
spin | au temps Tr/2 et au temps 3Tr/2. Pendant le temps Tr/2, le champ dipolaire local sur le
spin S est positif. Apres Tr/2, B_L ne devient pas négatif comme précédemment, car
I’impulsion = sur le spin | a pour effet de changer I’orientation du champ B ressenti par le
spin S. By reste donc positif jusqu’a la fin de la premiére période de rotor. Ainsi pendant toute
cette durée, le sens de précession du spin S est inchangé et il en résulte donc un déphasage
dipolaire. Ce déphasage devient plus prononcé apres la deuxiéme période de rotor. En effet, la
nature périodique de I’interaction dipolaire fait que B. devient négatif apres Tr et le reste
jusqu’a la fin de la deuxieme période de rotor (suite a I’impulsion 7 sur le spin | au temps

3Tr/2). Ainsi, a la fin de la deuxieme période de rotor, I’aimantation du spin S ne se refocalise
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pas sur I’axe des x comme pour I’expérience de I’écho-complet mais il en résulte un
déphasage dipolaire du spin S. La projection de I’aimantation du spin S sur I’axe des x donne

un signal réduit.

(n/2)y (n)x

Sr = écho-réduit

Tr 2Tr

Figure 2.25 : Principe de I’expérience d’écho-réduit pendant la rotation de I’échantillon.
L’évolution du champ local B, généré par le spin I sur le spin S pendant I’expérience est

indiquée.

Ainsi, si on augmente le nombre de périodes de rotor, le déphasage dipolaire devient de plus

en plus important et donc la diminution de I’écho de plus en plus intense.
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Principe de I’expérience REDOR :

La séquence d’impulsion REDOR la plus courante pour un couple de spin I-S est
montrée sur la figure 2.26. Les protons sont utilises pour augmenter I’aimantation du spin
observé S a travers une étape de transfert de polarisation croisée. Le *H est ensuite découplé
jusqu’a la fin de I’acquisition de I’aimantation S. On enregistre le signal des spins S sans
appliquer les pulses 7 sur les spins I, c’est I’écho-complet (So) puis on enregistre I’écho-réduit
(Sr) en appliquant cette fois ci des impulsions r toutes les demi-périodes de rotor sur les spins
I. En incrémentant le nombre de périodes de rotor par 2Tr pour chacune des deux expériences
(on ajoute une période de rotor avant et apres I’impulsion w sur le spin S), on peut tracer la

courbe de déphasage REDOR Sr/Sy au cours du temps (figure 2.27).
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Figure 2.26 : Séquence d’impulsion REDOR pour deux périodes de rotor puis pour 8

périodes de rotor.
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Figure 2.27 : Courbe de déphasage REDOR simulée avec SIMPSON/SIMMOL [136]
pour une paire de spin isolée (I=1/2) avec une valeur de couplage dipolaire

hétéronuclaire D= 200 Hz.
Cas d’une paire de spins I-S isolée :

L’orientation de ces paires de spins est définie dans le référentiel du rotor par des
couples d’angles (a, B). Si I’on considére une paire de spin I-S isolée, d’un échantillon de
poudre, les paires de spins I-S sont orientées dans toutes les directions et toutes ces paires
contribuent au déphasage de la courbe REDOR. L’expression analytique de la courbe de

déphasage est :

S,

27
1 /4
S an j f cos(NDTr4+2 sinfcosBsina)sinfdfda (2.19)
0 0
a=0

Ou N est le nombre de périodes de rotor, Tr = 1/w, (avec o, la fréquence de rotation en Hertz)
et D est la constante de couplage dipolaire hétéronucléaire en Hz qui vaut :

h
D= 3)/1 Vsz
1s4m
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La fréquence des oscillations de la courbe (figure 2.28) est fonction de la valeur de

I’interaction dipolaire. On peut ainsi obtenir sa valeur en faisant la transformée de Fourier du

. . . s 2V2
déphasage REDOR. En effet, I’écart entre les deux épaulements du spectre est égal a : 7\/_ D.

Cas multispins [133]:

Cependant, dans la trés grande majorité des échantillons, on ne trouve pas de paires de
spins isolées. En effet, le spin S observé est couplé a N spins | comme le montre la figure

2.28. Dans ce cas-la, on parle d’un systeme multispins.

l,

. ‘ '|3

I

Figure 2.28 : Exemple de systeme multispins [133].

Il faut alors tenir compte de I’orientation de chaque paire de spins par rapport aux
autres contrairement au cas d’une paire de spins isolée. En supposant que les interactions
homonucléaires (I-1) et (S-S) sont négligeables, la courbe de déphasage apres N périodes de

rotation d’un tel systeme est donnée par :

:_; -1 f;:o fyzzno f;r:o 1"[1,:;1 cos(¥ NDkTr(Cgk)siny - Sgk)cosy))sin[)’dﬁdyda (2.20)

8m2

Dy est la constante de couplage dipolaire hétéronucléaire entre le spin S et le spin I, les

coefficients S;® et C;* qui sont donnés par :
Cl(k) = 3(1 — 2cos?B)sin2y, cosT} + 3(sin?y, cos2I, — 3cos?y, + 1)sinfcosp

Sl(k) = 3(sin2;(ksiancos[>’— sinzxksinZstinﬁ)
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Ou les angles entre le systeme d’axes principaux de I’interaction dipolaire k et le référentiel

de la molécule sont définis par (‘Wx, x,, Ck). Ce réferentiel est lui-méme repére dans le systeme

des axes du rotor par les angles (a., B, y). De plus, on pose : I}, = a + CK.

Le calcul du déphasage REDOR est possible pour un nombre k de spins 1, si I’on connait les

positions de tous ces spins.
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Chapitre 3 :

Clonage, expression et purification du peptide P-LAH,

3.1-Introduction

Afin de comprendre le mécanisme d’action antibactérien ou encore de transfection du
peptide LAH, il est nécessaire de disposer de peptides marqués par des isotopes™*C, °N, *H
pour pouvoir faire des études structurales par RMN. Jusqu’a présent, la production du peptide
ne s’est faite que par synthese peptidique et permettait des marquages sélectifs seulement sur

certains résidus car le marquage uniforme devient rapidement cher.

Le marquage des peptides dans un systeme recombinant comme E. coli est devenu une
alternative face a la synthese peptidique en phase solide qui de plus requiert I’utilisation de
solvants chers et toxiques. En outre, ce systeme d’expression permet le marquage uniforme
des protéines a un colt largement réduit comparé a la synthese peptidique. Mais
malheureusement rien ne garantit la production de la protéine d’intérét. En effet, I’expression
de genes étrangers par E. coli échoue souvent a cause de la toxicité de la protéine d’interét
envers son hote. Ce qui est encore plus vrai lorsque I’on souhaite produire des peptides
antimicrobiens, comme c’est le cas pour notre peptide LAH; (KKALLALALH
HLAHLALHLALALKKA). En effet, il a été montré que ce peptide était capable d’inhiber
complétement la croissance des bactéries E. coli a partir de 10 uM a pH=5,5 et a partir de 350
UM a pH= 7,5 [41]. La stratégie employée pour contourner la toxicité des peptides
antimicrobiens pendant I’expression, est Iutilisation d’un partenaire de fusion [145], qui
aboutit a la production d’une plus grande protéine, contenant la séquence peptidique d’intérét,

qu’il faudra cliver par la suite pour récupérer le peptide antibactérien.

Les partenaires de fusion employés pour I’expression de ces peptides permettent de
produire le peptide de maniere soluble en utilisant par exemple la GST [140], ou encore la
thioredoxine [148,149]. Mais, dans la plus grande majorité des cas, I’expression des peptides
antibactériens se fait de facon insoluble [137, 142-144, 146, 147, 151] car la formation de
corps d’inclusion semble étre un bon moyen de neutraliser leur toxicité. Pour cela, plusieurs
peptides antibactériens ont été produits en utilisant des partenaires de fusion insoluble comme

la polyedrine du baculovirus [137], la ketostéroide isomérase [144] ou encore un fragment de
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I’opéron tryptophane [143]. Parfois, méme en utilisant des protéines de fusion soluble la

protéine s’exprime sous forme de corps d’inclusion [142]. Le tableau 3.1 résume la

production de quelques peptides antibactériens et montre les partenaires de fusion utilisés, les

méthodes de clivage, ainsi que les quantités obtenues.

Peptide . . Nature de
- . Partenaire de fusion 0
Antimicrobien la protéine

Polyedrine du

Halocidin-18
baculovirus insoluble
Derivé de Amidophophorybosyle
magainine Transferase tronquée insoluble
MSI-344
LF12 Ketostéroide isomérase  insoluble

Ubiquitine insoluble

o Fragment de I’opéron
défensine-au _
tryptophane insoluble

P2 Prochymosine Bovine
insoluble

Perinerin thiorédoxine soluble

défensine — . .
. Thioredoxine A soluble
humaine

LL-37 GST
soluble
. Peptide avec résidus _
Buforin 11 ) insoluble
acides

Quantité de
peptide purifié
(mg/L de

culture)

Clivage

Hydroxylamine 0,52
Hydroxylamine 150
Bromure de 5

Cynogene
YUH ( yeast
15

ubiquitin hydrolase )

CNBr 2a3
CNBr 0,37
Factor Xa 1,2
entérokinase 210
Factor-Xa 0,3
CNBr 107

références

[137]

[145]

[144]

[142]

[143]

[151]
[149]
[148]

[140]

[147]

Tableau 3.1 : Tableau résumant les partenaires de fusion, la solubilité, les méthodes de

clivage utilisées ainsi que les quantités obtenues pour I’expression de quelques peptides

antimicrobiens chez E. coli.
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La premiére tentative de production du peptide LAH,4 chez E. coli a été réalisée par le
Dr.Prongidi-Fix. Elle a montré que I’expression du peptide en fusion avec la GST était
possible. La protéine s’exprimait alors de fagon insoluble et se trouvait dans les corps
d’inclusion et cela malgré la solubilit¢ de la GST. Mais des difficultés concernant la
purification et le clivage de la protéine de fusion ont été rencontrées a cause de I’agrégation
du peptide (les détails seront donnés dans la partie 3.2). |l était donc nécessaire de mettre au
point un protocole complet et efficace pour pouvoir produire le peptide en quantité suffisante

(quelques mg) pour pouvoir faire des études structurales par RMN.

Dans ce chapitre, nous décrirons les différentes stratégies qui ont été utilisées (choix
du site de clivage, méthodes de purification, choix du partenaire de fusion) pour contourner
les problémes rencontrés précédemment. Nous verrons aussi les méthodes qui ont permis
une production optimale du peptide LAH,4 chez E. coli (10 mg/L de culture) et montreront

que celle-ci sont applicables a d’autres peptides antimicrobiens.

3.2-Résultats préalables

Des etudes prealables ont montré que le peptide LAH,4 s’exprime avec la GST comme
partenaire de fusion. Un site de clivage enzymatique entérokinase (DDDDK) a été introduit
entre la séquence codant la GST et LAH, afin de pouvoir libérer le peptide. La protéine de
fusion GST-EK-LAH, s’exprime dans les corps d’inclusion mais le probleme majeur était sa
renaturation afin de pouvoir la purifier sur résine d’affinité Gluthation-S-transférase (Thése
Prongidi-Fix, 2005, ULP, Strasbourg). La solution apportée était donc de rajouter une
séquence tag contenant six histidines consécutives (HisX6) afin de pouvoir purifier la protéine
dans des conditions dénaturantes. La nouvelle protéine de fusion GST- HisX6-EK-LAH, a été
exprimee et se trouve dans la fraction insoluble. Cette protéine a été resolubilisée dans 8M
urée et purifiée sur résine de cobalt. Pour pouvoir cliver la protéine de fusion, il était
nécessaire de diminuer la concentration en urée, car le clivage par I’entérokinase n’est
efficace que pour des concentrations inférieures a 2 M d’uréee. La concentration d’urée dans
laquelle se trouve la protéine purifiée a donc été diminuée par dialyse. Pour des
concentrations inférieures & 4 M d’urée la protéine s’agrege. Le clivage enzymatique par
I’entérokinase a été testé, mais il n’est pas suffisamment efficace dans ces conditions

dénaturantes et par conséquent ne permet pas la production de quelques mg de LAH,.
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La solution apportée a ce probleme était donc d’introduire un site de clivage chimique (site
méthionine : clivage par le bromure de cyanogéne) qui permettrait de couper la protéine de
fusion dans des conditions dénaturantes. Mais cette fois-ci, la protéine GST-HisX6-Met-

LAH, n’était plus détectable sur gel de polyacrylamide 15 % (V.Vidovic, stage Master 2).

3.3-Expression de LAH, avec la GST comme partenaire de

fusion : effet des charges négatives sur I’expression.

3.3.1- Introduction

Afin de pouvoir continuer a cliver dans des conditions dénaturantes, le site de clivage
méthionine a été remplacé par un autre site de clivage chimique : site DP (clivage par de
I’acide formique) qui laisse cependant une proline du cété N-ter du peptide.

Deux nouveaux vecteurs d’expression ont été construits possédant tous deux un site de
clivage chimique DP mais dont un posséde en plus un site entérokinase (EK), qui correspond
a la séquence anionique DDDDK. En effet, un des vecteurs code pour la protéine de fusion :
GST-HisX6-DP-LAH, et l'autre, pour la GST-HisX6-EK-DP-LAH,. Ensuite des tests
d’expression des différentes protéines de fusion différant par leur site de clivage (EK,

méthionine, DP) et par la présence du site DDDDK, ont été réalisés.

3.3.2-Matériel et Méthodes

3.3.2.1- Matériel.

Souches Bactériennes: One shot TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA), BL21 (DE3)

(Invitrogen).
Enzymes : Notl, BamHI, Sacl, Vent Polymérase, T4 DNA ligase et la phosphatase alcaline
intestinale de veau (CIP) proviennent de New England Biolabs (Ipswich, MA).

La DNAse I et le lysozyme proviennent de Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO).

Purification d’ADN : Qiaquick gel extraction kit provient de Qiagen (Venlo, Pays-Bas).
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Plasmides : Les plasmides utilisés sont répertoriés dans le tableau 3.2.

Préparation plasmidique: Nucleospin Plasmid, Macherey Nagel (Dueren, Allemagne).

Plasmides caractéristiques Provenance/
schéma
PENTR/D-TOPO | - Vecteur linéaire avec la topoisomérase liée Invitrogen
de fagcon covalente sur ses deux extrémités Figure 3.1
- Site de recombinaison attL1 et attL2 '
- Résistance a la kanamycine
- Origine de réplication pUC
pDEST15 - Résistance a I’lampicilline, chloramphénicol Invitrogen
- Promoteur T7 .
Figure 3.2

- Fusion avec la GST en N-ter
- Site de recombinaison attR1 et attR2

pDEST15- HisX6 -
EK-LAH,

- Résistance a I’ampicilline

- Promoteur T7

- exprime la protéine GST-HisX6-LAH,
- clivage de la fusion par I’entérokinase

Laboratoire
Figure 3.3

pDEST15- HisX6 -
Met-LAH,

- Résistance a I’lampicilline

- Promoteur T7

- exprime la protéine GST-HisX6-LAH,
- Clivage de la fusion par le bromure de
cyanogene

Laboratoire

le site EK est
remplacé par
une méthionine.

Tableau 3.2 : Tableau regroupant les plasmides utilisés ainsi que leurs caractéristiques.
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Origine pUC
Notl (673)

attLl, attl2 : site de recombinaison.

T7: promoteur T7

pUC: origine de réplication.

Kanamycine: géne de résistance a la Kanamycine.

Kanamycine

pENTR/D-TOPO
2580 bp

Figure 3.1 : Représentation schématique du vecteur d’entréee pENTR/D-TOPO

NotI (919)

GST
attR1

Chloramphénicol

T7 : promoteur T7.

GST: géne codant pour la gluthation-S-transférase.
attR1, attR2 : site de recombinaison.
Chloramphénicol : géne de résistance au
chloramphénicol.

Ampicilline : géne de résistance a I'ampicilline.
ColE1 : origine de réplication.

ccdB : gene codant pour une protéine toxique.

ColE1

Ampicilline

pDESTI15
7013 bp

Figure 3.2 : Représentation schématique du vecteur de destination pDEST15.
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JamHI (864)
Sacl (965)
JamHI (1030)

Ampicilline

pDEST15-HisX6-EK-LAH,
5532 bp

Figure 3.3 : Représentation schématique du vecteur pDEST15-HisX6-EK-LAH,

La figure 3.4 représente la séquence protéique de la protéine de fusion GST-HisX6-EK-LAH4
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M

PP Parerera |
TEGESETEEATETCEESET GEEEETEAAARAAGESTAATAAAAGGGTGAGETEGEEGAEEEAAA
LAH4

9:0 IO.W 1010 1020 I(IIN IO‘W 10.50 10.60 lﬂ.”
GGEETEEGEEEGECGACECAGETTTETTETACAAASTGGTTTGATTCGACECGEEATECGGETGETAACAAAGEELGAAAGGAAGETGAGT
attB2

Figure 3.4 : Séquence proteique de la protéine de fusion GST-HisX6-EK-LAH4
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3.3.2.2- Méthodes

- Technigue de clonage Gateway :

|~ S
S'OH
-——CCCTY ARG GG-——
-~ —GGGARGTH rIc oo
sSQH
Owerhang

/ & Amplification ‘, O =

(o T
—-GGGAAGTGG TTCCC—

1-Amplification du fragment par PCR 2-Clonage de l'insert dans le vecteur
pENTR/D-TOPO

pPDEST/LAH,

D — e ——

Recombinase

codB: Géne toxique
-> Mort cellulaire

3- Réaction de recombinaison entre le vecteur d’entrée et le vecteur de destination.

1- La Vent Polymérase (cercle bleu) permet I'amplification par PCR du géne & insérer. Ce géne contient le site
de reconnaissance de la topoisomérase (violet), un site de clivage (bleu) et le géne codant pour le peptide
d’intérét LAH,.

2- La construction du vecteur d’entrée est réalisée par une réaction de clonage catalysée par la
Topoisomérase | du Vaccina virus. Elle permet un clonage directionnel entre le vecteur linéaire pENTR/D-
TOPO et I'insert.

Les groupements 5’ hydroxyles du géne a cloner, réalisent une attaque nucléophile sur les phosphates du
vecteur pENTR liés a la topoisomérase et permettent donc un clonage unidirectionnel du géne.

3- Réaction de recombinaison entre pENTR, (construit en 2) qui contient les sites de recombinaison attL1 et
attL2, et le vecteur de destination pDEST15 qui contient les sites attR1 et attR2. La réaction est réalisée par
un mélange d’enzymes (LR Clonase Enzyme Mix : intégrase du bactériophage, des excisionases et des
protéines IHF (Integration Host Factor). La présence du gene ccdB codant pour une protéine toxique permet

d’exclure tous les vecteurs qui ne possédent pas le géne d’intérét.

Figure 3.5 : Les différentes étapes permettant de construire un vecteur d’expression par
la technique Gateway.
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3.3.2.2.1-Construction des vecteurs d’expressions exprimant la
protéine de fusion GST-HisX6-DP-LAH, et GST-HisX6-
EK-DP-LAH,

- Production par PCR des fragments codant pour DP-L AH, et EK-DP-LAH;,:

Le fragment contenant la séquence codant pour DP-LAH, est construit par PCR en
utilisant I'amorce 5° CACC ATG GAT CCG AAA AAA GCG CTG CTG GCG 3’ qui
contient le site de reconnaissance de la topoisomérase | (CACC), le site de clivage DP (GAT
CCQG) et I’'amorce 5 TGG GTC GGC GAG CTC ACC CTT TTATTA CGC TTT 3. Le
fragment contenant la séquence codant pour EK-DP-LAH, est construit par PCR en utilisant
les amorces 5° CAC CAT GGA CGA CGA CGA CCC GAA AAA AGC GCT GCT G 3’ et
5 TGG GTC GGC GAG CTC ACCCTTTTATTA CGC TTT 3’. La réaction de PCR est
effectuée dans un volume de 100 pL contenant 10 puL de tampon de PCR X 10, 4 nmol de
dNTP X 10, 20 pmol de chacune des amorces, 65 fmol de matrice pDEST15-HisX6-EK-
LAH, et 2,5 U de Vent Polymérase. La réaction de PCR se fait dans un thermocycleur et
débute par une incubation de 5 min a 95°C, suivie de 30 cycles composés chacun d’une étape
de dénaturation des deux brins d’ADN de la matrice (30 s, 94 °C), une étape d’hybridation
des amorces (30 s, 50 °C) et une étape de polymérisation (30 s, 72 °C). Les produits sont
visualisés sur gel d’agarose 2 % (m/v), colorée au bromure d’éthidium, par transillumination
UV. Les produits de PCR sont purifiés par extraction sur gel d’agarose par kit Qiagen (selon

le protocole du manufactureur) (étape 1, figure 3. 5)

- Clonage des fragments de PCR dans le vecteur pENTR/D-TOPO :

Les fragments de PCR purifiés, sont clonés de facon unidirectionnelle dans le vecteur
PENTR/D-TOPO (etape 2, figure 3.5). En effet, 1 pL soit 20 ng de vecteur linéaire sont
mélangé a 0,5 pL soit 1 ng de produit de PCR purifié et a 1 pL de solution saline (1,2 M
NaCl, 0,06 M MgCl,), de I’eau stérile est ajoutée pour obtenir un volume final de 6 pL. Le

mélange est incubé 15 min a température ambiante.
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- Transformation de bactéries compétentes chimiguement One shot TOP10 :

La solution précédente a été ajoutée a 50 uL de cellules bactériennes. Les cellules sont
incubées 15 min dans la glace. Elles sont ensuite placées 30 s a 42 °C puis transférées
immédiatement dans la glace. Ce choc thermique permet d’accentuer la déstabilisation de la
bicouche lipidique et de stimuler la pénétration de I’ADN plasmidique dans les cellules. 250
uL de milieu LB ont été ajoutés. Les cellules sont alors placées & 37°C sous agitation (250
rpm) pendant une heure. 30 puL de cellules sont étalés sur boite LB contenant 50 pg/ml de

kanamycine et incubés toute la nuit a 37°C.

- Criblage des colonies :

Cing colonies sont testées pour la présence de I’insert, son orientation et sa séquence.
Tout d’abord, une PCR (dans les mémes conditions que celles décrites précédemment) est
réalisée directement sur les colonies isolées remises en suspension dans le milieu réactionnel,
en présence des amorces adéquates. Le produit de PCR est analysé sur gel d’agarose 2 % et
permet de mettre en évidence la présence de I’insert. Une préparation plasmidique est réalisée
pour chaque souche donnant un résultat positif par PCR. Finalement, les vecteurs pENTR/D-
TOPO contenant la séquence codant pour DP-LAH, ou EK-DP-LAH, ont été séquencés pour

s’assurer de la bonne sequence (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Allemagne).

- Réaction de Recombinaison :

Une fois que les séquences des vecteurs précédemment construits ont été vérifiées, les
vecteurs d’expression codant pour la GST-DP-LAH,; ou GST-EK-DP-LAH, sont créés par
une réaction de recombinaison entre le vecteur pENTR/D-TOPO modifié contenant la
séquence (DP-LAH,) ou la séquence (EK-DP-LAH4) et le vecteur pDEST15 (étape 3, figure
3.5). Brievement, 2 uL de plasmide pENTR/D-TOPO modifies (150 ng/uL) sont mélangés a 2
ulL de vecteur pDEST15 (150 ng/uL), 8 uL de tampon TE (10 mM Tris-HCI, pH 8, 1 mM
EDTA) et 4 pL de LR Clonase enzyme Mix. La réaction est incubée 1 heure & 25°C puis 2 pL
de solution de protéinase K (2 ug/uL) sont ajoutés au mélange et I’ensemble est incubé 10
min a 37°C. 2 L de la réaction de recombinaison sont utilisés pour transformer les bactéries

One shot TOP10. La transformation des cellules ainsi que le criblage des colonies sont faites
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de la méme maniére que précédemment mais dans un milieu LB contenant 50 pg/mL

d’ampicilline.

- Introduction d’un Histag dans les vecteurs d’expression

Un fragment codant six histidines (HisX6) et qui possede des extrémités cohésives
avec le site de restriction Notl (présent sur les vecteurs pDEST15) a été construit par
hybridation des deux brins d’ADN 5 GGC CCA TCA TCA TCATCA TCA TGG 3’ et 5’
GGC CCC ATG ATG ATG ATG ATG ATG 3. Brievement, une solution de 25 mM MgCl,
0,1 M Tris-HCI pH=7,3 contenant 20 ug de chacun des deux brins est chauffée a 100 °C puis
laissée refroidir progressivement a température ambiante.

Afin d’introduire le site de purification HisX6, les vecteurs pDEST15-DP-LAH, et
pDEST15-EK-DP-LAH, construits précédemment (pDEST15 modifiés) sont digérés par Notl.
La réaction de digestion est réalisée dans un volume total de 20 pL contenant 2 pL de tampon
de digestion X 10, 1 pg de vecteur pDEST15 modifié et 5 U d’enzyme de restriction Notl
pendant 3 heures a 37 °C. Pour éviter la ligation du vecteur sur lui-méme, aprés 2 heures de
digestion, les extrémités 5’ des vecteurs sont dephosphorylées par I’ajout de 1 pL CIP. Les
produits de digestion sont purifiés par kit Qiagen. La ligation du fragment contenant la
séquence HisX6 avec les vecteurs pDEST15 modifiés et digérés, se fait dans un volume de 10
pL. Différents rapports en masse molaire (MM) d’insert/vecteur de 25, 50, 75 et 100 ont été
préparés. A ces différentes rapports 1 puLL de tampon de ligation (300 mM Tris-HCI pH=7.8,
100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP) et 1 U de T4 ADN ligase ont été ajouté. Le
mélange est laissé incubé a 20 °C pendant 4 heures.

Pour éliminer les vecteurs qui se seraient renfermés sur eux-mémes sans avoir
incorporé le Histag, une digestion de la réaction de ligation est effectuée avec Notl. En effet,
les vecteurs qui se sont liés avec le fragment contenant I’Histag ne possédent plus la séquence
palindromique de coupure de Notl et par conséquent ne seront pas digérés. 10 uL de chaque
produit de ligation sont mélangés a 2 ulL de tampon de digestion, 0,2 uL de BSA, 37,3 uL
d’eau stérile et 0,5 uL de Notl. Le mélange est incubé a 37°C pendant une heure. 5 pL du
mélange de réaction sont utilisés pour transformer les bactéries One shot TOP10. La
transformation des cellules ainsi que le criblage des colonies sont fait de la méme maniere que
précédemment. Pour finir, les vecteurs ont été séquences (Eurofins MWG Operon, Ebersberg,

Allemagne).
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3.3.2.2.2- Test d’expression des protéines de fusion: GST-His x ¢~DP-
LAH,, GST-His x s-EK-DP-LAH,; GST-His x -EK-LAH, et
GST-His x s-EK -Met-LAH,

Protéine 1
e [
Protéine 3
Protéine 4

Figure 3.6: Représentation des protéines de fusion qui different par leur site de clivage
(protéine 1 : site de clivage enzymatique entérokinase (EK), protéine 2 : site de clivage
chimique méthionine (M), protéine 3 : site de clivage chimique aspartate-proline (DP))

protéine 4 : correspond a la protéine 3 mais avec un site EK supplémentaire.

150 ng de chacun des vecteurs pDEST15 modifiés, codant pour les différentes
protéines de fusion (figure 3.6), sont mélangés a 50 uL de cellules compétentes BL21(DE3).
Les cellules sont transformées comme précédemment. 20 pL et 80 uL de chaque
transformation sont étalés sur boite LB contenant 100 pg/mL d’ampicilline.

Une préculture (LB supplémenté d’ampicilline a une concentration finale de 50 pg/mL), issue
d’une seule colonie est incubée une nuit a 37°C, 250 rpm.

Chacune des precultures est ensuite diluée avec du milieu LB (1 : 100 (v/v)), I’ampicilline est
ajoutée a une concentration finale de 50 pg/mL ainsi que 1 % de glucose (m/v) pour avoir un
volume final de 10 mL. Les cultures sont incubées a 37 °C, sous agitation (250 rpm). Quand
la DO a 600 nm a atteint la valeur de 0,6, I’expression de chacune des protéines de fusion est
induite par ajout d’IPTG & une concentration finale de 1 mM. Un témoin négatif sans IPTG
est réalisé de la méme maniére, pour chacune des cultures. Ensuite, celles-ci sont incubées a

37 °C, sous agitation pendant 3 heures. Les cellules sont centrifugées a 4 000 g pendant 20
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minutes, 4°C. Les culots sont resuspendus dans 1 mL de tampon de lyse, puis 25 uL de
DNase | (2 mg/mL), 50 puL de lysozyme (2 mg/mL) ont été ajoutés. Le tout est laissé a
tempeérature ambiante sous agitation (10 rpm) pendant une heure pour permettre la lyse des
cellules. 1/100 (v/v) des lysats totaux sont déposés sur SDS-PAGE 15 % [153].

3.3.3-Résultats et discussions

Tout d’abord, les vecteurs d’expression qui codent pour la protéine GST-HisX6-DP-
LAH, et la protéine GST-HisX6-EK-DP-LAH, ont été construits par clonage des genes DP-
LAH, et EK-DP-LAH, construit par PCR, dans un vecteur d’entrée pENTR/D-TOPO. Les
génes sont ensuite introduits dans un vecteur d’expression pDEST15 qui contient la GST
(24,5 kDa) comme partenaire de fusion en N-ter. La technique Gateway a permis un clonage
directionnel des génes. Les vecteurs d’expression sont sélectionnés par une double pression de
sélection. Une sélection positive en présence d’ampicilline permet d’exclure les vecteurs qui
ne se sont pas recombinés. Une sélection négative, par la présence du gene ccdB codant pour
une protéine toxique, permet d’exclure tous les vecteurs qui ne possédent pas le géne d’interét
(figure 3.6). Les vecteurs ont été séquencés pour Vérifier la séquence et le bon cadre de
lecture.

L’expression des trois protéines de fusion GST-HisX6-EK-LAH,, GST-HisX6-Met-LAH,
et GST-HisX6-DP-LAH, différant uniquement par leur site de clivage, a été testée. La figure
3.7-A montre I’expression des trois protéines de fusion pour 100 pL de culture bactérienne.
Le gel montre que la seule protéine de fusion qui s’exprime est la GST-HisX6-EK-LAH, car
on observe une bande intense correspondant a une taille d’environ 27 kDa qui serait la taille
de la protéine de fusion attendue. Le site entérokinase qui code pour la séquence DDDDK
serait donc nécessaire a I’expression du peptide LAH,4. Ce site contient des acides aminés
chargés négativement qui inhiberaient la toxicité du peptide durant I’expression. Ainsi, le
nouveau vecteur d’expression codant pour la GST-HisX6-EK-DP-LAH, a été congu. La
figure 3.7-B montre que cette fois ci en réincorporant le site DDDDK a la protéine de fusion
qui contient le site de clivage chimique DP, on retrouve a nouveau I’expression de la protéine.
En effet, on observe une bande intense correspondant a une protéine d’environ 27 kDa dans le
cas ou I’expression est induite en présence d’IPTG et non dans le cas ou il n’y a pas

d’induction de I’expression de la protéine.
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Protéine de fusion <&——Protéine de fusion

Figure 3.7: A- Gel SDS-PAGE (12 %) montrant I’expression ou non de la
protéine de fusion GST-site de clivage-LAH, en fonction de I’incorporation de
différents sites de clivage : 1: entérokinase (EK), 2 : méthionine (Met) ou 3:
Aspartate-Proline (DP).

B- Gel SDS-PAGE (12 %) montrant I’expression de la protéine de
fusion GST-HisX6-EK-DP-LAH, apres induction a I'lPTG. 1: la GST seule a
été déposeée sur le gel comme marqueur de poids moléculaire, 2 : sans IPTG, 3 :
avec IPTG.

Les résultats de ce travail montre que pour pouvoir produire le peptide LAH, il faut
une protéine de fusion, un site de clivage chimique et une séquence anionique en amont de la
séquence codant pour LAH,. D’autre part, Lee et al [147] ont montré qu’en placant une
séquence de résidus chargés négativement en amont d’un peptide antimicrobien cationique, la
toxicité se trouve réduite, vraisemblablement par la neutralisation des charges positives du
peptide. Nos resultats sont en accord avec cette hypothése et suggerent que le site
entérokinase (DDDDK) est une séquence efficace pour la neutralisation des quatre charges
positives, correspondant aux chaines latérales des quatre résidus lysines de LAH,4 a pH neutre.
Le site de clivage DP a été choisi au lieu du site de clivage méthionine car il possede
I’avantage d’utiliser de I’acide formique au lieu du bromure de cyanogeéne qui lui est toxique,

mais aussi car il y a moins de séquences DP dans la protéine de fusion que de sites
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méthionine. Ceci faciliterait la purification du peptide aprés clivage. En effet, la GST contient

1 site de clivage DP contre 9 méthionines (figure 3.8).

1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970

2700 2710 2720 2730 2740 2750 2760 2770 2780

attB2

Figure 3.8 : Séquence protéique de la protéine de fusion GST-HisX6-DP-LAH,
montrant les résidus méthionine (entourés en vert) et la séquence DP (entourée en

rouge) contenus dans la GST.
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Au méme moment, dans notre laboratoire, le Dr Werten, a construit un vecteur

d’expression pTIPX-4, qui permet d’utiliser le facteur de transcription humain TAF12,

comme partenaire de fusion [155]. Ce partenaire de fusion possede I’avantage d’étre de plus

petite taille que la GST, 8 kDa contre 24,5 kDa, de s’exprimer de fagon insoluble et de ne

posséder aucun site DP (le seul site a été modifié par mutagénese dirigée).

Le site entérokinase a été ajouté pour permettre I’expression de LAH,. En effet, I’expression

de LAH, en fusion avec TAF12, sans le sitte DDDDK, a été également testée et a montré que

I’expression est significativement améliorée en présence du site DDDDK.

Le tableau 3.3 résume les différents problemes rencontrés et les solutions apportées.

Vecteur Expression
, . de la protéine Problémes rencontrés Solutions apportées
d’expression .
de fusion
GST-EK-LAH, oul La purification de la Ajouter un Histag pour purifier la
protéine de fusion est . L
' : X protéine dans des conditions
impossible a cause de | ',
PR dénaturantes.
I’agrégation.
GST-HisX6-EK- oul Cllyage de_ la proteine de Changer le site de clivage par un
LAH, fusion inefficace en| = . .
o . site de clivage chimique.
conditions dénaturantes
GST-HisX6-DP- NON La séquence anionique du site
LAH, - I’entérokinase semble nécessaire
Toxicite ? L g .
pour inhiber la toxicité du peptide
antibactérien.
GST-HisX6-EK- oul -un site DP supplémentaire
DP-LAH, est présent sur la GST. Changer la GST par une plus

-La GST représente 80 %
de la protéine de fusion.

petite protéine : TAF12 (8 kDa) et
qui ne posséde aucun site DP.

Tableau 3.3 : Tableau résumant les problémes rencontrés et les solutions apportées pour

I’expression du peptide LAH,.
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3.4-Expression de LAH, avec TAF12 comme partenaire de fusion

3.4.1-Matériel et Méthodes

Plasmides : Les caractéristiques du plasmide pTIPX-4 utilisé sont détaillées dans le
tableau 3.4 ainsi que sur la figure 3.9 et 3.10.

Vecteur Caractéristiques Provenance

- Issu du vecteur pET-28b (Novagen) modifié en insérant le
fragment Bglll- Blpl (voir figure 3.9)

pTIPX-4 | - Résistance a la Kanamycine laboratoire
- Fusion avec TAF12 HFD (dont le site DP est muté en RA) en N-
ter

Tableau 3.4 : Caractéristiques principales du vecteur pTIPX-4.

Sacl (5483) BIPL(5534)
BamHI (5454)

BglII (5045)

T7 : promoteur T7

TAF12 : géne codant pour le facteur de
transcription humain

HisX6 : séquence de six histidines
EK : site entérokinase (DDDDK)

HisX6

TAF12 Kanamycine

f1 : origine de réplication du phage 1
Kanamycine: gene de résistance a la kanamycine
ColE1 : origine de réplication

Bell (3266)

Figure 3.9 : Représentation schématique du vecteur pTIPX-4.
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Figure 3.10 : Séquence protéique de la partie codante en fusion avec TAF12.

Enzymes : Les enzymes ainsi que les souches bactériennes ont été citées dans le paragraphe
3.3.2.1.
3.4.1.1-Construction du vecteur d’expression codant la protéine de fusion :
TAF12-HisX6-EK-DP-LAH,

- Amplification du géne par PCR :

Pour pouvoir incorporer le gene codant LAH,4 dans le vecteur pTIPX-4, entre les sites
BamHI et Sacl, ce géne a été amplifié par PCR en utilisant deux amorces contenant chacune
un des sites de restrictions : 5’CACCATGGATCCGAAAAAAGCGCTGCTGGCG 5’ et

91



5" CGGCAGGAGCTCTTACGCTTTTTTCAGGGCCAGAGC 3’ (Eurofins MWG Operon,
Ebersberg, Allemagne).

La réaction d’amplification a été réalisée dans un volume de 100 pL, contenant 70 fmol de
matrice pDEST15-HisX6-EK-DP-LAH,, 20 pmol de chaque amorce, 4 mmol de dNTP X10,
10 pL de tampon de PCRX 10, ainsi que 2,5 U de Vent Polymérase. La réaction a lieu dans
un thermocycleur. Elle est composée de 30 cycles contenant chacun une étape de dénaturation
des deux brins d’ADN de la matrice (30 s a 94 °C), d’hybridation des amorces, (30 s a 60 °C)
et de polymérisation (1 min a 72 °C).

Le résultat de PCR est visualisé sur gel d’agarose 2 % colorée au Bromure d’éthidium, par
transillumination UV. Les produits de PCR sont purifiés par extraction sur gel d’agarose par

kit Qiagen (selon le protocole du manufactureur).

- Digestion et purification des fragments :

Les fragments de PCR purifiés, ainsi que le vecteur pTIPX-4, ont été digérés
successivement par Sacl puis par BamHI. La réaction de digestion est réalisée dans un volume
total de 20 uL, contenant 2 uL de tampon de digestion X 10, 1ug de vecteur pTIPX-4 ou le
produit de PCR purifié, 10 U d’enzyme de restriction ( Sacl ou BamH]I), pendant 3 heures a
37 °C. Pour éviter la ligation du vecteur pTIPX-4 sur lui-méme, les extrémités 5° du vecteur
sont déphosphorylées apres 2 heures de digestion, en présence de 1 uL CIP. Cette étape réduit
considérablement I’éventuelle recircularisation du vecteur lors de I’étape de ligation. Les
produits de digestion sont alors purifies par kit Qiagen en utilisant I’extraction sur gel

d’agarose.

- Ligation :

Le géne codant LAH, est inséré dans le vecteur pTIPX-4 entre les sites de restriction
BamHI et Sacl par une réaction de ligation. Celle-ci est effectuée dans un volume de 20 pL
contenant le vecteur pTIPX-4 digéré et purifié, le produit de PCR digeéré et purifié, 2 uL de
tampon de ligation et 2 U de T4 DNA ligase. La réaction est incubée a température ambiante
pendant une nuit. Les bactéries compétentes chimiquement (One shot TOP10) ont été
transformées par le produit de ligation. Le vecteur pTIPX-4-LAH, a été séquencé pour

s’assurer de la bonne séquence (Eurofins MWG Operon, Ebersberg).
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3.4.1.2-Expression de la protéine de fusion TAF12-HisX6-EK-DP-LAH,

- Expression :

Les cellules bactériennes BL21 (DE3) ont été transformées par le vecteur pTIPX-4-
LAH,. Une préculture issue d’une colonie est mise a pousser une nuit a 37 °C sous agitation a
200 rpm en présence de kanamycine (50 pg/mL) et de 1 % glucose (m/v). La préculture est
ensuite diluée avec du milieu LB (1: 100 (v/v)) contenant de la kanamycine a une
concentration finale de 50 pug/mL ainsi que 1 % de glucose (m/v). La culture est incubée a 37
°C, sous agitation (200 rpm). Quand la DO a 600 nm a atteint la valeur de 0,6, I’expression de
la protéine de fusion est induite par ajout d’IPTG a une concentration finale de 1 mM.
Ensuite, la culture est incubée a 37 °C, sous agitation pendant 3 heures. Les cellules sont
récupérées par centrifugation (10 min a 4 000 g, 4 ° C), et resuspendues dans 30 mL de
tampon de lyse (50 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,5 % Triton X-100)
par litre de culture. Les cellules sont ensuite lysées par sonication (sonicateur Bandelin
Sonopuls HD200 avec une sonotrode a ultrason, MS72/D) dans un bain de glace pendant 5

min avec des intervalles de pulse de 20 % et avec 25 % de puissance.

- Purification de la protéine de fusion par résine de Cobalt :

Les lysats de cellules sont centrifugés pendant 30 min & 4 °C, 10 000 g. Le culot
contenant la fraction insoluble est resuspendu dans 30 mL de tampon de lavage (50 mM Tris-
HCI pH 8, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA) et soniqué 1 min pour permettre la dissolution
compléte du culot. L’échantillon est centrifugé pendant 30 min a 4 °C, 10 000 g. Le culot est
alors resuspendu avec 15 mL de tampon de solubilisation (50 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM
NaCl, 1 mM DTT, 8 M urée) et mis sous agitation sur moulin (10 rpm) a température
ambiante pendant 2 heures. Une fois le culot bien solubilisé, la solution est mise a centrifuger
a 10 000 g a température ambiante pendant 15 min. Le surnageant est récupéré et dépose sur
une colonne chargé en Co?* (4 mL de résine) préalablement lavée avec 20 mL de tampon
d’équilibration (50 mM tris-HCI pH 8, 300 mM NaCl, 8 M urée). La colonne est alors lavée

avec le tampon d’équilibration contenant 20 mM d’imidazole pour éliminer les protéines qui
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n’ont pas ou peu d’affinité avec la résine. La protéine de fusion est alors e€luée avec le méme
tampon mais contenant cette fois ci 300 mM d’imidazole. Les fractions sont collectées et
déposées sur gel SDS-PAGE 15 %. La protéine de fusion est ensuite précipitée avec 5
volumes d’acétone. La protéine précipitée est récupérée par centrifugation 10 000 g pendant
30 min, a4 °C.

- Clivage et Purification du peptide P- LAH, :

Le culot est alors resuspendu avec 5 mL d’acide formique 100 % pour 1 litre de
culture puis de I’eau déionisée est ajoutée pour avoir une concentration finale d’acide
formique de 50 % (v/v). La solution est incubée 24 h a 50 °C pour permettre le clivage de la
protéine de fusion et la libération du peptide P-LAH, (avec addition d’une proline du coté N-
ter du peptide LAH,).

Le solvant est ensuite évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif (Blchi R-200) a 50 °C.

Le peptide est dissous dans de I’eau déionisée (5 mL par litre de culture), puis la solution est
centrifugée 30 min a température ambiante, 16 000 g pour éliminer le matériel insoluble dans
I’eau. Le peptide est purifié par HPLC (Bischoff) a deux pompes avec un débit de 7,5 mL/min
sur une colonne Protonsil 300-5-C4 (150 X 20 mm) en utilisant un gradient de 10 a 80 %
d’acétonitrile dans 0,1 % TFA. Celui-ci est alors collecté, le solvant évaporé. Finalement, le

peptide est repris dans 4 % d’acide acétique et lyophilisé.

3.4.2-Résultats et discussions.

La partie codante du vecteur exprimant le peptide LAH, avec le partenaire de fusion
TAF12 en N-ter est représenté sur la figure 3.11. Le vecteur contient un Histag pour permettre
la purification de la protéine de fusion par chromatographie d’affinité et un unique site de
clivage par I’acide formique (site DP). La séquence DDDDK est présente pour éviter I’effet
toxique du peptide envers la bactérie. Le vecteur a été séquence pour vérifier le succés du

clonage.
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Figure 3.11 : Représentation de la partie codant la protéine de fusion TAF12-EK-DP-

LAH, avec son unique site de clivage DP.

L’expression de la protéine de fusion est détectée par gel SDS-PAGE 15 %. La taille
de la protéine TAF12-LAH, est de 14,2 kDa. La figure 3.12 montre I’expression et la
purification de la protéine de fusion. L’apparition d’une bande protéique aux alentours de 15
kDa au niveau de la colonne 2 témoigne de I’expression de la protéine de fusion. De plus, la
protéine se trouve dans la fraction insoluble (colonne 3 vs colonne 4). La fraction insoluble
contenant la protéine de fusion a été resolubilisée dans 8 M urée et purifiée par résine de
cobalt, la protéine est récupérée par élution avec 300 mM d’imidazole (colonnes 9 a 18). La

pureté de la protéine est suffisante pour permettre le clivage par I’acide formique.
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Figure 3.12 : Expression et purification de la protéine de fusion TAF12-LAH, suivies
par gel SDS-PAGE 15 %. Colonne 1: marqueur de poids moléculaire; colonne 2 :
cellules lysées ; colonne 3 : fraction soluble ; colonne 4 : fraction insoluble ; colonnes 5 a
8 : lavage de la colonne avec 20 mM d’imidazole; colonnes 9 a 18 : fractions protéiques

éluées de la résine de cobalt avec 300 mM d’imidazole.

La protéine a été clivée pendant 24 h a 50 °C. Le résultat du clivage est montré sur gel
tricine SDS-PAGE (16 %) [154] (figure 3.13). Apreés clivage, le gel montre une diminution de
I’intensité de la bande TAF12-HisX6-EK-LAH, (14,2 kDa) et I’apparition d’une bande a un
peu moins de 15 kDa qui correspond a la protéine TAF12-HisX6-EK (11,2 kDa) (colonne 4).
De plus, une bande correspondant a la taille du peptide P-LAH, (2,9 kDa) apparait (colonnes
3 et 4). Le clivage n’est pas total aprés 24 h car on peut encore observer une bande de faible

intensité correspondant a la protéine de fusion (colonne 4).
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Figure 3.13 : Gel Tricine SDS-PAGE (16 %). Clivage de la protéine de fusion TAF12-
LAH,. Colonne 1: marqueur de poids moléculaires ; colonne 2 : protéine de fusion
TAF12-LAH, purifiée sur résine de Cobalt ; colonne 3 : 10 pg de peptide LAH, obtenu
par synthése peptidique ; colonne 4 : clivage a I’acide formique de la protéine de fusion

purifiée sur résine de Cobalt.

Apres clivage, le solvant est évaporé. Le peptide est resuspendu dans I’eau et purifié
par HPLC. En comparant le profil d’élution par HPLC du peptide P-LAH, produit par
synthese peptidique avec le profil d’élution de la protéine aprés clivage, nous avons
facilement retrouvé le pic correspondant au peptide P-LAH,. Le peptide est élué a environ 13
min (800 s). Ce pic a été collecté et analyseé par spectrométrie de masse. Le spectre de masse
donne un poids moléculaire de 2875 Da pour ce pic, ce qui est en accord avec la masse
attendue (masse attendue de 2877 Da). Tous ces résultats montrent qu’il est possible de
produire le peptide P-LAH, par les différentes étapes décrites précédemment qui sont

résumeées sur la figure 3.14.
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| Etape 1:
Expression de TAF12-LAH, chez BL21(DE3)

L

| Etape 2
Lyse des cellules par sonication

N/

\ Etape 3.
Centrifugation 10 000 g, 30 min, 4 °C. Lavage de la fraction insoluble.

Vv

| Etape 4:
Dissolution de la fraction insoluble dans 8 M urée.

NP

| Etape 5
Purification de la protéine de fusion par résine de cobalt

| Ftape 6:
Clivage de la protéine avec I'acide formique 50 % (v/v)

| Etape 7 :
Purification de la protéine par HPLC

Figure 3.14 : Schéma montrant les étapes de production du peptide P-LAH, a partir de
I’expression par les cellules BL21(DE3).

Apreés purification du peptide par HPLC et lyophilisation nous avons obtenu une masse de
peptide P-LAH,4 de 4,5 mg/mL.

Avant de passer au marquage isotopique en *°N, *C, nous avons essayé d’optimiser au
mieux la quantité, le temps et le colt de la production du peptide P-LAH, en s’affranchissant

de I’eétape de purification de la protéine de fusion par chromatographie d’affinite.

Pour cela, nous avons testé le clivage direct sur les corps d’inclusion par I’acide
formique. Ainsi, la fraction insoluble du lysat bactérien est lavée une fois dans le tampon de
lavage et dissoute directement dans I’acide formique pur. De I’eau deionisée est ajoutée pour
avoir une concentration finale d’acide formique de 50 % (v/v) comme précédemment. Les

autres étapes restent les mémes jusqu’a la purification du peptide par HPLC.
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Les différentes étapes de la production du peptide P-LAH,, en clivant directement les
corps d’inclusion, sont résumées sur la figure 3.15-A et analysées par gel tricine SDS-PAGE
16 % sur la figure 3.15-B.

A Etape 1:
Expression de TAF12-LAH4 chez BL21(DE3)
N4
Etape 2:
Lyse des cellules par sonication
[
Etape 3: |
Centrifugation 10 000 g, 30 min, 4°C. Lavage de la fraction insoluble.
A4
Etape 4: ‘
Clivage des corps d'inclusion avec l'acide formique 50 % (v/v)
Etape5:

Purification de la protéine par HPLC

B 1 2 3 4 5

- -
) o |
L
a1

15 -

<— TAF12-LAH,

10 - . ’
A®ew - .

Figure 3.15: A- Résumé des étapes permettant la production du peptide P-LAH,.

MW
(kDa)

B- Gel Tricine SDS-PAGE 16 % montrant I’expression, le clivage de la protéine de
fusion TAF12-LAH, ainsi que la purification du peptide P-LAH,. Colonne 1: Lysat de
cellules bactériennes, colonne 2: fraction insoluble, colonne 3: clivage de la protéine de
fusion, colonne 4: P-LAH, purifié par HPLC, colonne 5: LAH,; synthétique comme
controle (10 ug).
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Le chromatogramme obtenu lors de la purification du peptide par HPLC (figure 3.16)
montre I’absorbance de I’échantillon a 214 nm en utilisant un gradient d’acétonitrile de 10 a
80 % dans 0,1 % TFA. Le pic fin élué a environ 13 min est collecté et analysé par
spectrométrie de masse. L’analyse SM (figure 3.17-A) confirme que ce pic correspond au
peptide P-LAH, avec une masse de 2877,5 Da qui est donc en accord avec la masse théorique
attendue. Le spectre de masse donne aussi deux autres masses de 2900,5 Da et 2916,5 Da
(figure 3.17-B) qui correspondent a la fixation d’un ion sodium et potassium respectivement
sur le peptide. Le pic qui suit le pic d’élution du peptide P-LAH, (marqué par un astérisque
sur la figure 3.16) a aussi été analysé par spectrométrie de masse. La masse obtenue
correspond a + 28 Da par rapport a la masse de P-LAH,4. Ce qui correspond au peptide

formylé.

D’autre part, le clivage de la protéine a également été testé pendant 48 h. Les résultats
par gel tricine ont montré que le clivage était total mais les quantités de peptide formylés (+
28 kDa et 2X 28 kDa) (par spectrométrie de masse) étaient supérieures a celles obtenues lors
du clivage pendant 24 h. D’ou I’importance de ne pas continuer le clivage au-dela de 24 h. Le
dernier pic d’élution de la figure 3.16 correspond au partenaire de fusion hydrophobe TAF12
(pic analysé par gel SDS-PAGE 15 %) qui est élue plus tard que le petit peptide

amphipathique sur gradient acétonitrile.
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Figure 3.16 : Chromatogramme HPLC montrant I’absorbance (unité arbitraire : AU) a
214 nm du matériel issu du clivage direct des corps d’inclusion par I’acide formique. Le
pic marqué par un astérisque correspond au peptide P-LAH, formylé.
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Figure 3.17 : A- Spectre de masse MALDI-TOF du peptide P-LAH, purifie par HPLC.
B- Agrandissement du spectre. La masse moléculaire déterminée pour le peptide est de
2877,5 Da (masse attendue 2877 Da). Deux autres masses ont été déterminées 2900,5 Da
et 2916,5 Da correspondant au peptide associé a un ion sodium ou a un ion potassium
respectivement.

Cette méthode de clivage direct des corps d’inclusion nous a permis d’obtenir 10 mg/L
de culture, de peptide P-LAH, par pesée du produit aprés lyophilisation. En effet, cette
méthode est plus avantageuse que la précédente car on obtient une quantité de peptide
supérieure a celle obtenue précédemment (4,5 mg/mL). De plus cette méthode est plus rapide
car elle ne necessite pas d’étape de purification préalable de la protéine de fusion.

Il reste @ montrer que malgré I’addition d’une proline en N-ter, le peptide conserve ses
activités antibactériennes et son pouvoir de transfecter I’ADN, afin de pouvoir faire des

marquages en >N et/ou *3C et continuer avec des études structurales par RMN.
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3.5- P-LAH, : agent antibactérien et transfectant d’ADN

3.5.1-Matériel et méthodes

- Test Antibactérien :

Différentes concentrations (comprises entre 0 et 50 pg/mL) des trois peptides (LAH,4
synthétique noté LAH, P-LAH, synthétique noté P-LAH,s ainsi que le peptide P-LAH,
produit chez E. coli noté P-LAHgrec) ont été préparées dans 10 mM tampon citrate pH=5,5.
Un clone de BL21 (DE3) est mis a pousser toute la nuit a 37 °C, 250 rpm dans du LB &
pH=5,5. La culture est diluée jusqu'a obtenir une DO a 600 nm de 0,05 puis mise a pousser
jusqu'a une DO de 0,5. La culture est ensuite rediluée a une DO de 0,05 et 800 pL de culture
(1,6 * 10 ~7 cellules) sont mélangés avec 200 pL de solution peptidiques a différentes
concentrations. Pour le controle négatif : 800 pL de cellules sont mélangés avec 200 ul de 10
mM tampon citrate pH=5,5. Les cultures sont mises a pousser 4 heures a 37 °C, 250 rpm
jusqu'a ce que la DO a 600 nm du contréle a atteint 3. Les DO a 600 nm de toutes les

solutions contenant les différents peptides sont mesurées.

- Capacité de lier I’ADN : Retard sur gel :

Afin de comparer la capacité de liaison de P-LAHrec & I’ADN avec celle de LAH,,

les deux peptides ont été mis en contact avec des quantités croissantes d’ADN a pH 7. Les

masse de peptide

différents rapports ont été visualisés sur gel agarose 1 %. Cette

masse d' ADN plasmidique

expérience a été réalisée par le Dr Gilles Moulay (CRATG et UPCG, Evry).

- Test de transfection :

Finalement I’efficacité de transfection du peptide P-LAH, a été testée dans les cellules

masse de peptide

HepG2 par le Dr Gilles Moulay. Brievement, différents rapports

masse d' ADN plasmidique

été préparés en utilisant une quantité constante de 4 pg d’ADN plasmidique codant pour la
luciférase de luciole. Les cellules HepG2 ont été transfectées par ces complexes et une
solution de luciférine est ajoutée pour pouvoir mesurer la quantité de lumiére émise.
L’efficacité de transfection est déterminée en unité de lumiere émise par la luciferase apres 10

s par mg de protéine contenue dans les cellules.
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3.5.2-Résultats et discussions.

- Test Antibactérien :

Afin de tester et de comparer le pouvoir antibactérien du peptide P-LAH4rec avec les

DO avec peptide

deux autres peptides P-LAH,s et LAH,, la croissance relative ( X 100) des

DO sans peptide
cellules bactériennes BL21 (DE3) en fonction de la concentration en différents peptides
(jusqu’a 50 pug/mL) a été mesurée. Les résultats de I’expérience sont montrés sur la figure
3.18. La croissance des cellules est considérablement réduite pour les trois peptides a partir de
12,5 pg/mL. Ce qui montre bien que le peptide P-LAH, produit chez la bactérie a un pouvoir
antibactérien comparable a celui du peptide LAH, et ¢a malgré I’addition d’une proline en N-
ter. De plus, pour le peptide LAH, synthétique les résultats sont en accord avec les valeurs
publiées [41].

Croissance relative

V P-LAH,s
100 m @ P-LAH rec
9
o B LAH,
80 —
60 —
40
20 —
8 ij 'i“;"x;f 4
0 10 20 30 40 50

Concentration de peptide
en pug/mL

Figure 3.18 : Croissance relative des cellules BL21 (DE3) en fonction de la concentration
des différents peptides a pH 5,5.
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- Capacité de lier I’ADN : Retard sur gel :

Les résultats sont montrés sur la figure 3.19. Le gel montre que les deux peptides

masse de peptide

retardent la migration de I’ADN pour des rapports de =25 . Par

masse d' ADN plasmidique
conséquent le peptide P-LAH rec posséde les mémes capacités de liaison a I’ADN que le
peptide LAH,.

P-LAH,rec/ ADN LAH, / ADN
(m/m) (m/m)

00511522535 7 00511522535 7

”QQ. Sl

"ﬂi .

IR

'Hsnd '

Figure 3.19 : Gel agarose 1 % comparant I’efficacité de liaison des peptides (peptide
LAH, produit par synthése peptidique et le peptide P-LAHrec produit chez E. coli)
avec I’ADN plasmidique.

- Test de transfection :

La figure 3.20 montre que le peptide P-LAHgrec est aussi capable de transfecter I’ADN dans
les cellules et que son efficacité et comparable a celle du peptide LAH,.
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Figure 3.20: Comparaison de I’efficacité de transfection dans les cellules HepG2 entre le
peptide LAH, produit par synthése peptidique (bleu) et le peptide P-LAHsrec produit

chez E. coli (violet).

3.6-Conclusions

Le but du travail décrit dans ce chapitre était d’établir un protocole de production d’un
peptide antibactérien et transfectant d’ADN chez E .coli en vue de marquages isotopiques en

>N et/ou *C afin de faire des études structurales par RMN.

Dans un premier temps nous avons essayé de produire le peptide de fusion avec la
GST en N-ter en incorporant un site de clivage chimique (DP) au lieu du site de clivage
enzymatique (DDDDK). Les tests d’expression des protéines de fusion contenant différents
sites de clivage (DDDDK, M ou DP) nous ont permis de conclure que la séquence DDDDK
était nécessaire a I’expression du peptide, et que par conséquent celle-ci est efficace pour
inhiber la toxicité du peptide en neutralisant ses charges positives (K). Ainsi, seul le vecteur

codant pour la GST-HisX6-EK-DP-LAH, montre une expression de la protéine de fusion sur
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gel SDS-PAGE. La GST, avec une taille de 24,5 kDa, ne permettrait pas a elle seule d’inhiber
la toxicité de LAH, pendant I’expression ni de protéger la protéine contre d’éventuelles
protéases. De plus, la GST couvre 80 % de la protéine de fusion. Ainsi, pendant I’expression,
la cellule bactérienne va utiliser la majorité de ses ressources pour produire la GST, au
détriment du peptide. Partant de I’hypothése que la séquence DDDDK permettrait d’inhiber la
toxicité du peptide, et non la taille du partenaire de fusion, nous avons remplacé la GST par
un partenaire de fusion hydrophobe (pour garder I’expression sous forme insoluble) et de plus
petite taille (8 kDa). La protéine de fusion s’exprime alors de facon efficace. Nous avons pu
obtenir le peptide avec une quantité de 4,5 mg/L de culture en purifiant la protéine de fusion
sur résine de Co®* avant le clivage par I’acide formique. Afin d’optimiser au mieux le coit et
le temps de production avant de passer au marquage “°N/**C, nous avons essayé de cliver
directement la fraction insoluble sans purification préalable de la protéine de fusion. Ainsi,
nous avons obtenu une quantité de 10 mg/L de culture de peptide et donc deux fois supérieure
au protocole précédent et a un moindre colt [156]. De plus, I’expression d’autres peptides
antibactériens comme la thanatine, MGD-1, RK-1 et les chaines 1 et 2 de I’hétéro dimére de
la défensine par ce nouveau vecteur d’expression a été possible [156].

Cette méthode de production du peptide chez E. coli nous a permis d’obtenir le
peptide mais avec I’addition d’une proline en N-ter et par conséquent nous avons obtenu le
peptide P-LAH, et non LAH,. Il fallait donc vérifier que les pouvoirs antibactériens et
transfectant d’ADN étaient présents. Les résultats ont montré que le peptide P-LAH,4, comme
LAH,, était un peptide antimicrobien et transfectant d’ADN de méme efficacite.

Finalement, la production du peptide marqué est possible et les études structurales par

RMN peuvent étre envisagées.
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Chapitre 4 :
Attribution RMN et structure secondaire du peptide P-

LAH, en milieu micellaire.

4.1-Introduction.

Nous avons vu dans le chapitre précédent qu’il était possible de produire notre peptide
dans un systéme bactérien et par conséquent de le marquer en >N et/ou en **C. Il est alors
possible d’étudier les interactions du peptide avec les membranes par RMN, en commencant

par exemple par déterminer sa structure dans un environnement membranaire.

Actuellement, environ 1500 peptides antibactériens sont référencés dans la banque de
données des peptides antibactériens (http ://aps.unmc.edu/AP/statistic/statistic.php) et
seulement 206 de ces peptides ont leur structure tridimensionnelle connue. Les deux
techniques utilisées pour la détermination de structure sont la cristallographie par rayon X et
la spectroscopie RMN. Dans 95 % des cas la structure a été déterminée par RMN, contre 5 %
par cristallographie a rayon X.

Lorsque I’on souhaite étudier les peptides dans un environnement membranaire, la
RMN est la méthode la plus appropriée du fait de la difficulté de cristalliser les complexes de
peptides-lipides. Cependant, a cause de la complexité des membranes bactériennes, les études
structurales par RMN en solution sont réalisées dans des mélanges de solvants (TFE-eau) ou
encore dans des membranes mimeétiques comme les micelles. Le mélange TFE-eau induirait
une conformation du peptide comparable a celle que I’on retrouve dans les membranes
biologiques. Cependant, il est nécessaire, au prealable de confirmer I’équivalence de structure
par dichroisme circulaire en présence de vésicules [157-159]. Les micelles les plus utilisées
pour la détermination de structure par RMN sont les micelles de sodium dodécylsulfate (SDS)
ou encore des micelles de dodécylphosphocholine (DPC) [160, 161]. Par exemple, les
structures de I’indolicidine [162], la magainine-2 ont été déterminées dans le SDS et dans le
DPC [163, 164] et pour la buforine Il dans le TFE [165].
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Nous avons vu, dans le premier chapitre, que la structure du peptide LAH, a été
résolue dans les micelles de DPC par RMN *H-'H bidimensionnelle & différents pH (4,1, 6,1
et 7,8). Cela a permis de comprendre les changements de conformation auxquels le peptide est

soumis lorsqu’il s’insére dans les membranes [87].

Nous avons aussi vu dans ce chapitre que le peptide est capable de transfecter I’ADN
dans les cellules de mammiferes par un phénomeéne d’endocytose [40, 45]. En effet, une fois
le complexe endocyté, I’endosome s’acidifie pour atteindre un pH autour de 5, ce qui
permettrait la libération de 50 % de peptides liés a I’ADN [92]. Le peptide se retrouverait
ainsi libre dans I’endosome et serait capable de lyser la membrane pour libérer I’ADN vers le
cytoplasme de la cellule. Cependant, I’étude de la structure du peptide a ce pH voisin de 5-

5,5, n’a pas encore été résolue par RMN en solution.

Ainsi dans ce chapitre, on se propose d’élucider la structure du peptide a ce pH dans
un environnement membranaire zwitterionique se rapprochant le plus de la membrane de
I’endosome. En effet, connaitre la structure du peptide marque un début vers la
comprehension de son mecanisme d’action. Dans ce chapitre nous décrirons donc les
méthodes qui nous ont permis d’obtenir la structure secondaire du peptide P-LAH, dans les
micelles de DPC a pH= 5,4. Cette structure sera comparée a celles obtenues aux autres pH et

mise en relation avec I’activité bactérienne et de transfection du peptide.

4.2-Matériel et Méthodes.

4.2.1-Méthodes

Le peptide P-LAH, posséde 235 noyaux d’hydrogene, 137 noyaux de carbone et 39
noyaux d’azote. Pour déterminer la fréquence de résonance de chacun de ces noyaux, il est
nécessaire d’avoir recours aux techniques RMN tridimensionnelles afin de limiter
efficacement les problemes de superposition. L’enregistrement de ces spectres est possible a
partir du peptide doublement marqué en °N/**C. La méthode consiste déja & attribuer les
noyaux du squelette peptidique (Ny, Hn, Ca, CB, Ha, CO) puis les noyaux correspondants aux
chaines latérales. Ici, nous avons attribué les déplacements chimiques des noyaux suivants:

Nu, Hn, Ca, CB et Ha pour 90 % des acides aminés du peptide. L’attribution des chaines
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latérales n’a pas pu étre effectuée a cause du manque de temps RMN da a la réorganisation

des spectrometres liquides.

4.2.1.1-Attribution des résonances du squelette peptidique

Pour arriver a I’attribution de ces noyaux, il est nécessaire de réaliser des couples
d’expériences. Le principe repose sur la corrélation entre I’azote Ny et le proton amide d’un
résidu i avec un troisiéme atome (*H ou *3C) appartenant soit au résidu i soit au résidu (i-1)
Ainsi, en combinant les informations entre les résidus on arrive & avoir I’enchainement des
atomes. Les spectres suivants ont été enregistres:

- 'H->N HSQC qui permet d’attribuer les fréquences de résonance des noyaux Ny et Hy.

- HNCA et HN(CO)CA pour I’attribution des noyaux Ca.

-HN(CO)CACB, HNCACB pour I’attribution des noyaux Cp.

-'H->"N HSQC-NOESY pour attribuer les noyaux 'Ho. et mesurer les effets Overhauser
Nucléaire (NOE).

a) Spectres HN(CO) CA et HNCA : attribution du C,et C,.1

Spectre HNCA :

La séquence HNCA [166] permet le transfert de I’aimantation du *Hy(i) (du résidu i)
vers le N(i) puis aux *Coyi) et au *Ca du résidu (i-1) via le couplage scalaire °N-
BCa (figure 4.1). Ainsi, sur le spectre on obtient deux taches en *Ca pour le déplacement
chimique en *Hy du résidu i (figure 4.2-A). Ceci s’explique par le fait que la valeur de la

constante de couplage est du méme ordre de grandeur. En effet, “Jn.co = 11 Hz et 2nco = 7

Hz (annexe 1). En général, la tache la plus intense correspond a la valeur de déplacement
chimique du *Co du résidui car Yn.co > 2In.co. La différence d’intensité des deux taches
permet donc de distinguer le **Cou(i) du **Ca(i-1) mais il est cependant nécessaire tout de

méme de vérifier I’attribution grace a une expérience complémentaire comme la HN(CO)CA.
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Résidu (i-1) Résidu (i)

Figure 4.1 : Transferts d’aimantation impliqués dans I’expérience HNCA.
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Figure 4.2 : A- L’expéerience HNCA transfert I’aimantation du Hy(i) au Ny(i) vers le
Ca(i) et Ca (i-1): dans le plan correspondant au 'Hy d’un résidu i, on observe 2
corrélations dans la dimension carbone qui correspondent aux Ce du résidu i et du
résidu précédent. B- Dans la méme zone du spectre HN(CO)CA on observe qu’une seule

corrélation qui correspond au Ca du résidu (i-1).
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Spectre HN(CO)CA :

L’experience HN(CO)CA [167] permet le transfert de I’aimantation du *H de I’amide
du résidu i vers le **N(i) au **Ca du résidu (i-1) via le carbonyle (figure 4.3). On observe une
seule tache en **Ca, pour le déplacement chimique *Hy du résidu i, qui correspond a la valeur
de déplacement chimique du résidu (i-1) (figure 4.2-B) car le transfert d’aimantation ne peut

se faire que dans un sens. En effet, 2Jy.co est quasi nulle (1Hz).

Résidu (i-1) Résidu (i)

Figure 4.3 : Transferts d’aimantation impliqués dans I’expérience HN(CO)CA.

Une représentation schématique de ces spectres en 3D est représentée sur la figure 4.4 et

montre la connectivité séquentielle entre deux résidus X-Y.
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Figure 4.4: A - Spectre 3D HN(CO)CA. B- Spectre 3D HNCA. L’analyse de ces spectres

permet I"attribution des **Ca d’une protéine. L’exemple illustre un segment de 2 résidus

consécutifs X-Y mettant en évidence la connectivité séquentielle.

b) Spectres HN(CO)CACB et HNCACB : attributions des **C[168]

La connaissance des déplacements chimique des noyaux 13Cﬁ permet une premiere
attribution des résidus car les déplacements chimiques en **C, sont assez similaires d’un

résidu a I’autre (annexe 2).

Spectre HNCACB :

Le transfert d’aimantation se fait de la méme maniére que pour la HNCA mais se
poursuit du **C,, vers le 13CB des résidus i et (i-1). Dans le plan correspondant au *Hy d’un

résidu i, on observe 4 corrélations dans la dimension carbone qui correspondent aux Ca et C

du résidu i et du résidu précedent (figure 4.5-A).

Spectre HN(CO)CACB :

Le transfert d’aimantation se poursuit vers le 13CB du résidu (i-1) uniquement. Dans le
plan correspondant au *Hy d’un résidu i, on observe que 2 corrélations qui correspondent au
Ca et CB du résidu (i-1) (figure 4.5-B).

114



A B

HNCACB HN(CO)CACB
20| e @)
PN | epiia)

O
B (i)

co (i)

13C (ppm)

60- ® )
ca(i-1) ca (i-1)

——

Hy (ppm) (i)

Figure 4.5: A- L’expérience HNCACB transfert I’aimantation du Hy(i) au Ny(i) vers le
Ca(i) et Cao(i-1) ainsi qu’au niveau des CB des résidus i et (i-1): dans le plan
correspondant au ‘Hy d’un résidu i, on observe 4 corrélations dans la dimension
carbone qui correspondent aux Co et CB du résidu i et du résidu précédent. B- Dans la
méme zone du spectre HN(CO)CACB on observe que 2 corrélations qui correspondent
au Ca et CB du résidu (i-1).

Une représentation schématique de ces spectres en 3D est représentée sur la figure 4.6 et

montre la connectivité séquentielle entre deux résidus X-Y.

A a B p
N N
13 13
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15N 15N
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Figure 4.6: A — Spectre 3D HN(CO)CACB. B- Spectre 3D HNCACB. L’analyse de ces
spectres permet I’attribution des **Cp d’une protéine. L’exemple illustre un segment de

2 résidus consécutifs X-Y mettant en évidence la connectivité séquentielle.
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c) Spectre 3D *H-'H NOESY-HSQC [169, 170]:

L’effet Overhauser nucléaire (NOE) repose sur le transfert d’aimantation entre deux
noyaux qui sont proches dans I’espace (inférieur a 5 A) par I’intermédiaire du couplage
dipolaire. Pour ces noyaux, on mesure un signal de corrélation dont I’intensité est
proportionnelle & 1/r° oui r représente la distance entre les deux noyaux.

Dans un spectre de type 3D Hy-*H NOESY-HSQC (figure 4.7) d’une protéine, on mesure
I’effet NOE entre le proton amide d’un résidu i et les autres noyaux d’hydrogéne qui lui sont
proches. L’enregistrement d’un tel spectre fourni une aide considérable lors de I’attribution
séquentielle et donne des indications quant a la structure secondaire des protéines mais permet
en plus de fournir des distances entres les noyaux et donc de remonter a la structure 3D de la

molécule.

L]

° e
e Corrélations 'H chaine latérale
L

. € (Corrélations *Ha

g > - e
F2 HN ',:,_‘; - s ' & Pic diagonal (région amide)

10 ppm

i R
Plan ( F2, F3) équivalent 3 Hy

une HSQC H-1°N

Figure 4.7 : A- Spectre 3D 'Hy-'H NOESY-HSQC. La dimension 1 représente les
protons, la dimension 2, les protons amides et la dimension 3 les noyaux d’azote-15.
B- Chaque colonne (ou strip) correspondant a chaque tache de la HSQC (plan (F2,F3)),

représente le spectre NOESY du proton amide d’un résidu du peptide.
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En premiere approximation, les volumes des taches de corrélation peuvent étre

convertis en contraintes de distances par la relation :
di= k. 1/6

avec k le facteur de proportionnalite, dj; la distance entre les noyaux i et j et I;; I’intensite de la
tache de corrélation pour les noyaux i et j.
Ces distances sont approximatives a cause de la dynamique interne des molécules. Ainsi, les
distances issues de la valeur des volumes des taches de corrélation se situent dans une gamme
de distances permises dmin < dij < dmax. De plus, une difficulté supplémentaire réside sur la
présence de taches de corrélation ambigués : une tache NOE peut étre la somme de n
résonances NOE. En effet, il peut étre le résultat de contributions dipolaires entre plusieurs
paires de protons dont les fréquences de résonances sont proches. Cependant, il existe des
logiciels comme par exemple le logiciel ARIA (Ambiguous Restraints for Iterative
Assignement) qui permet [I’attribution semi-automatique des taches NOE et de traiter
correctement les taches NOE ambigus et enfin de les convertir en contraintes de distances
[171]. Le fonctionnement de ce logiciel ne sera pas développé car I’attribution des taches

NOE a été faite de fagcon manuelle.
4.2.1.2-Determination de la structure secondaire du peptide P-LAH, :

a) Effets NOE dans les structures secondaires des protéines [172] :

Dans les hélices a, on observe généralement des effets NOE entre les protons amides
de résidus voisins. Pour un Ny d’un résidu i, on mesurera un effet NOE avec le Ny du résidu
i-1 et du résidu i+1. Par contre pour les structures de type feuillet B, les effets NOE entre
résidus voisins ont lieu entre le Ha et le Ny. Dans les structures en hélice o, on a aussi des
connectivités entre Ho et Ny des résidus i et i+3, i+4. Les effets NOE observés dans les

différentes structures secondaires sont montrés sur la figure 4.8
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Figure 4.8: A- Segment polypeptidique montrant les connectivités *H-'H au sein d’une
protéine, B- Contacts NOE dans les protéines en fonction de leur structure secondaire
[172].

b) Index de déplacement chimique (CSI) [173-176] :

Contrairement a d’autres méthodes de spectroscopie optiqgue comme le DC qui fournit
une information globale quant a la structure secondaire de la protéine (% d’helice a, %
feuillet B...), la RMN permet non seulement de déterminer la structure secondaire de la
protéine mais également de localiser précisément cette structure au sein de la chaine
peptidique.

Par exemple, la connaissance des valeurs de déplacements chimiques est importante
car elle permet d’obtenir des informations structurales sur les protéines. En effet, des études

ont montré qu’il existe une corrélation entre la valeur de déplacement chimique des *Ho dans
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une protéine et sa structure secondaire. En effet lorsqu’une protéine adopte une structure en
hélice o ses valeurs de déplacements chimiques en Ho sont inférieures a celles que I’on
rencontre dans les protéines non structurées et supérieures si la protéine possede une structure

en feuillet B. Il est possible de déterminer la structure secondaire d’une protéine en utilisant

I’index de déplacement chimique (Chemical Shift Index, CSI) qui consiste a calculer I’écart
entre le déplacement chimique du noyau observe (Sqps) et le déplacement chimique du méme
noyau impliqué dans une structure aléatoire (3rc). Ensuite, pour chaque résidu on attribue un

nombre -1, 0 ou +1.

En effet si :

- - 0,1 < Jops - Ore < +0,1 alors on attribue un « 0 » au résidu.

- Oobs - Orc < -0,1 alors on attribue un « -1 » au résidu.

- Oobs - Orc > 0,1 alors on attribue un « +1 » au résidu.
Chacun de ces index indique donc la propension d’un acide aminé a étre impliqué dans une
hélice o (—1), un feuillet B (+1) ou autre (0) Ainsi, une succession de quatre «-1» non
interrompue, indique la présence d’une hélice a et une succession d’au moins trois « +1 » non

interrompue indique la présence d’un feuillet .

c) Détermination des angles de torsion du squelette peptidique par le logiciel TALOS

(Torsion Angle Likelihood Obtained from Shift and sequence similarity [177]:

Une autre méthode empirique permet d’obtenir la structure secondaire d’une protéine a
partir du logiciel TALOS. Ce logiciel permet de prédire les valeurs des angles diedres ¢ et y
(figure 4.9) a partir des valeurs de déplacements chimiques de cing atomes d’un résidu :
Hn, CO, Ca, CB et Ny. Pour chaque résidu, TALOS prend en compte I’environnement de ses
deux voisins. Ainsi, pour chaque tripeptide obtenu, il compare les valeurs de déplacements
chimiques mesurées avec ceux de tripeptides contenus dans une banque de données. Cette
banque de données contient des protéines dont la structure est connue avec une résolution de
2.2 A. Pour chaque tripeptide de notre séquence, les dix tripeptides de la banque, pour
lesquels il y a une bonne similarité de séquence ainsi qu’une bonne similarité de deplacements

chimiques, sont conservés. Les valeurs des angles dieédres ¢ et y correspondants sont
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indiquées sur le diagramme de Ramachandran. Celui-ci représente des surfaces qui englobent

les angles ¢ et y que I’on retrouve dans les hélices a droites ou gauches et les feuillets 3.

plandel'amide plan de I'amide

Figure 4.9 : Squelette peptidiqgue montrant une unité peptidique ainsi que les angles
diedres ¢ et y [178].

4.2.2-Matériel
4.2.2.1- Marquage uniforme du peptide P-LAH, en °N et en °C :

Le peptide uniformément marqué en °N/*C a été produit de la méme maniére que le
peptide non marqué (chapitre 3) a la seule différence que le milieu LB a été remplacé par le
milieu minimum M9 (annexe 3) qui contient 0,5 g **NH.Cl et et 2 g de *3C glucose par litre
de culture comme seule source d’azote et de carbone. Tous les produits proviennent de
Sigma-Aldrich (St-Louis, MO) sauf le *C glucose qui vient d’EURISO-TOP (Saint Aubin,

France).
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4.2.2.2- Préparations des echantillons RMN

Deux échantillons RMN du peptide P- LAH, marqué uniformément en °N et *C ont
été préparés. Le premier échantillon contient 500 pg de peptide P-LAH, dans 500 pL de
tampon acétate pH=5,4. Le deuxieme échantillon contient le peptide P-LAH, dans des
micelles de DPC avec un rapport molaire n (LAH,) / n (DPC) = 1/100 a pH= 5,4 (ce rapport
molaire correspond au rapport molaire utilisé par le Dr Georgescu dans la détermination de
structure du peptide LAH,4[87]). Pour cela, une solution de 34 mM de micelles de DPC (CMC
= 1,1 mM) est obtenue en dissolvant 7 mg de DPC-d38 (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL)
dans 500 pL de 10 mM tampon acétate pH= 5,4. 500 pg de peptide LAH4; marqué
uniformément en °N et *3C est additionné pour avoir une concentration finale en peptide de
0,34 mM. 10 % D,0 (v/v) sont ajoutés aux echantillons RMN.

4.2.2.3-Expériences RMN

Les spectres ‘H-"N HSQCs, ainsi que les spectres HN(CO)CA, HNCA,
HN(CO)CACB, HNCACB et *Hy-'H NOESY-HSQC ont été enregistrés par le Dr Andrew
Atkinson (IGBMC, lllkirch), sur un spectrometre 600 MHz DRX Bruker équipé d’une
cryosonde. Pour le spectre en deux dimensions *H-">N HSQC, la fenétre spectrale en proton
est de 4006,410 Hz. La fenétre spectrale et le nombre d’incréments dans la dimension **N
sont respectivement 1094,719 Hz et 200 incréments. Le nombre de scans est de 8. Pour les
spectres en trois dimensions HNCA et HN(CO)CA, la fenétre spectrale et le nombre
d’incréments sont respectivement 7507,507 Hz et 2048 dans la dimension H, 1094,725 Hz et
28 pour la dimension *°N et 3621,858 Hz et 58 pour la dimension **C. Le nombre de scans est
de 16. Les fenétres spectrales et le nombre d’incréments pour les dimensions *H et *°N et le
méme que précédemment pour les spectres HNCACB et HN(CO)CACB sauf pour la
dimension *C ou la fenétre spectrale et le nombre d’incréments valent respectivement
8149,071 Hz et 96. Le délai de recyclage de tous les spectres précédent est de 1 s.
L’enregistrement du spectre tridimensionnel *Hy-‘H NOESY HSQC s’est fait avec les
fenétres spectrales et les nombres d’incréments suivants: 7507,507 Hz/2048 dans la
dimension *H, 1094,725 Hz/28 pour la dimension *°N et 7507,507 Hz/180 pour la dimension
'H, avec 8 scans et avec 1,2 s de délai de recyclage. Le temps de mélange est de 150 ms. La

suppression de solvant a été faite avec la séquence Watergate 3-9-19 [179].
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Les données ont été traitées avec les logiciels NMRpipe/NMRDraw [180]. Le logiciel CARA
(The Computer Aided Resonance Assignment Tutorial) [181] a été utilisé pour analyser tous
les spectres 3D.

4.2.2.4) Expériences de dichroisme circulaire

Les spectres de DC des solutions de complexes sont enregistrés a 317 K sur un
appareil JASCO J-810 en utilisant une fenétre spectrale de 190-260 nm.

4.3-Résultats et discussions

4.3.1-Attribution du squelette peptidique.

Les spectres *H-">N HSQC montrent la corrélation entre les protons et les noyaux azote
directement liés. Ainsi pour une protéine, on observe des taches de corrélation entre le proton
amide et I’azote pour chaque acide aminé sauf pour le tout premier en N-ter. Théoriquement

sur notre spectre nous devrions compter 26 taches.

Ce type de spectre permet de confirmer I’homogénéité de notre échantillon mais aussi de
voir rapidement si notre peptide est présent de fagon structurée. Un peptide bien structuré, est
caractérisé par une bonne dispersion des résonances sur les deux dimensions. Ainsi, en
comparant les spectres HSQCs sur la figure 4.10-A et B, on peut constater que le peptide n’est
pas structuré dans 10 mM de tampon acétate, contrairement au peptide contenu dans 34 mM
de micelles de DPC. Ces résultats ont été confirmés par dichroisme circulaire (figure 4.10-C
et D). En effet, le spectre dichroique de I’échantillon contenant le peptide P-LAH, dans les
micelles de DPC, est caractérisé par un maximum a 195 nm et deux minimas a 208 nm et 222
nm. Ce spectre est caractéristique d’une structure en hélice a. Ces résultats sont en accords
avec les résultats publiés auparavant ou il a été montré que le peptide LAH, se structure en
hélices o en présence de membranes [39, 41, 86, 87]. De plus, le spectre *H-*N HSQC du
peptide P-LAH, dans les micelles de DPC a pH= 5,4 est stable au cours du temps. En effet,
apres avoir passé une dizaine de jours a 4 °C, le spectre n’a pas changé. Cet échantillon
semble donc étre prometteur pour I’étude structurale du peptide dans des membranes
mimetiques. L’analyse du spectre montre 24 taches de corrélation contrairement aux 26 taches

attendues.
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Figure 4.10: A et C : Spectre *H-">N HSQC du peptide P-LAH, dans 10 mM de tampon
acétate pH = 5,4 et spectre DC respectivement. B et D : Spectre *H-">N HSQC du peptide
P-LAH, dans 34 mM de micelles de DPC a pH = 5,4 et spectre DC respectivement.

La figure 4.11 montre un exemple de strips correspondant au déplacement chimique
des protons amides des résidus A7 a L13 du spectre HN(CO)CA (bleu) et HNCA (noir). Pour
chacune des valeurs de déplacements chimiques en *Hy, les strips des spectres HN(CO)CA et
HNCA sont mis cbte a cote pour pouvoir différencier le déplacement chimique du Ca du
résidu i et du résidu (i+1) et ainsi de tenter une premiere attribution séquentielle des pics de
Hy de la HSQC.
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Figure 4.11: Strips des spectres HN(CO)CA (bleu) et HNCA (noir) pour les résidus A7 a
L13 mettant en évidence I’attribution des Ca (encadré noir) et du Cay(i-1) (encadré bleu)
pour chaque résidu i et permettant ainsi un début d’attribution séquentielle ( pointillés
bleus).

La comparaison des strips ‘Hy des spectres HN(CO)CACB et HNCACB nous a
permis de déterminer le déplacement chimique des noyaux CB des résidus i et des résidus (i-
1) et en plus de discriminer les résidus leucine (Cp= 41,9 ppm) et alanine (Cp= 19 ppm) des
résidus lysine (CB= 32,3 ppm) et histidine (Cp= 32 ppm). La figure 4.12 montre I’attribution
séquentielle a partir des déplacements chimiques des Ca et CP des résidu i et des résidu (i-1)
pour les acides aminés A7 a L13 du peptide P-LAH, a partir du spectre HNCACB.
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Figure 4.12: Strips du spectre HNCACB pour les résidus L5 a A14 mettant en évidence
I’attribution des CB et des CP (i-1) (signaux rouges) pour chaque résidu et permettant
ainsi I’attribution sequentielle (pointillés noirs). L’ attribution séquentielle a partir des

Ca (signaux noirs) est montrée sur la partie basse du spectre (pontillés bleus).

Cependant, a cause de la redondance des acides aminés (les résidus A et L représente 67% des
résidus du peptide), et donc de la présence de nombreuses taches avec des valeurs de
déplacement chimique trés proches, il est difficile d’attribuer toutes les taches de la *H-"N
HSQC a partir des seuls spectres 3D HNCA, HN(CO)CA, HN(CO)CACB et HNCACB. Par

conséquent I’attribution compléte a nécessité I’enregistrement d’autres spectres.

L’analyse du spectre 3D *Hy-"H NOESY-HSQC nous a permis d’attribuer les taches
de la 'H-""N HSQC qui n’ont pas pu étre attribués par les autres spectres 3D et de lever

certaines ambiguités d’attribution précedents grace aux contacts NOE existants entre les Ny-
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N voisins (i, i+1). La lysine 26 du peptide n’a pu étre observée que sur la 3D *H-'H NOESY-
HSQC , par conséquent, seul les déplacements chimiques des noyaux *Ha. , Ny et *Hy ont pu

étre attribués pour ce résidu.

La figure 4.13 montre un exemple de strips du spectre 3D *Hy-'H NOESY-HSQC
entre les résidus 12 a 20. Cette figure montre les connectivités entre les résidus par les

contacts NOE existants entre les Ny-Ny voisins (i, i+1).

H12 L13 A14 H15 L16 A17 L18 H19 L20
H (ppm)

7.6

9.0
9.2

9.4

H, (ppm) 8.25 8.85 8.54 7.89 8.34 8.69 8.12 8.04 8.48

Figure 4.13: Strips des résidus 12 & 20 du spectre 3D *Hy-*H NOESY-HSQC montrant le

couplages Ny-Ny entre les acides aminés voisins (i,i+1).
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L attribution des 24 taches de corrélations présentes sur la *H-"N HSQC est montrée sur la
figure 4.14.
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Figure 4.14: Spectre *H-"*N HSQC du peptide P-LAH, dans les micelles de DPC & pH=

5,4 montrant I’attribution des noyaux °N et *Hy du squelette peptidique.
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Hormis le résidu proline qui n’est pas observable sur ce type de spectre, nous n’avons
pas pu attribuer la L24 et par conséquent déterminer les valeurs de déplacements chimiques
de ses noyaux **Ca,**CB, Ny, *Hy et *Ha. Ce probléme est sirement ddi & la superposition
des taches a cause de la séquence particulierement redondante du peptide. De plus, le résidu
K2 n’a pas été visualisé sur le spectre. Ce résidu appartient a I’extrémité N terminale du
peptide et I’hypothése la plus probable serait que ce résidu est situé dans une zone flexible
donc avec une dynamique locale importante et par conséquent les corrélations
correspondantes *H-""N sont faibles. Les valeurs de déplacements chimiques des noyaux Ny

Hn, Ca, CB, Ha, des résidus du peptide sont regroupés dans un tableau de I’annexe 4.

4.3.2-1dentification de la structure secondaire et prédiction
d’angles.

La détermination de la structure secondaire du peptide a été prédite par différentes
méthodes : les contacts NOE, le calcul du CSI ainsi que par le logiciel TALOS a partir des

valeurs de déplacements chimiques obtenus précedemment.

4.3.2.1-CSlI

Le graphique 4.15-A représente la différence entre la valeur de déplacement chimique
"Ho observée pour un résidu i du peptide et la valeur de déplacement chimique pour le méme
résidu lorsqu’il appartient a une structure aléatoire (CSl). Il faut cependant noter que le calcul
du CSI n’a pas pu étre fait pour les résidus P1, K2 et L24 faute d’attribution de ces trois
acides aminés. Le graphe montre que le peptide P-LAH,4 possede une structure en hélice o
entre la leucine 6 et leucine 22 (avec des valeurs de CSI inférieures a -0,1) du peptide P-LAH,
(ce qui correspond a la séquence L5-L21 du peptide LAH,). Les extrémités N-ter (P1 a L5) et

C-ter (A23 a K27) du peptide ne semblent pas structurées (valeurs de CSI supérieures a 0,1).
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résidus
A7 A9 H11 L13 H15 A17 H19 A21 A23 K25 A27

0,6 1

0,4 1

1157A17 H19 A21 A23 K25 A27

résidus

81HNobs'SlHNRC

0,8 -

Figure 4.15: A-Repreésentation graphique de I’écart (en ppm) entre le déplacement
chimique *Ha de chaque résidu du peptide P-LAH, et le *Ho du méme résidu dans une
structure aléatoire. B- Représentation graphique de I’écart (en ppm) entre le
déplacement chimique 'Hy de chaque résidu du peptide P-LAH.et le ‘*Hy du méme
résidu dans une structure aléatoire.

D’autres équipes ont cherché la relation qu’il y avait entre les valeurs de déplacements
chimiques du proton amide (*Hy) et la structure secondaire des protéines [175, 176]. En
général, les valeurs du déplacement chimique en *Hy sont diminuées par rapport a celle des

protéines non structurées, si la protéine adopte une structure en hélice a et augmentées pour
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les feuillets B. Lorsque I’on trace la A8'Hy en fonction de la position du résidu dans le peptide
P-LAH, (figure 4.15-B), on n’observe pas de diminution des valeurs de déplacement
chimique en Hy pour tous les résidus. En effet, on observe une périodicité de 3-4 résidus dans
la valeur de A8'Hy, On pouvait déja observer cette périodicité pour la A8'H,, (figure 4.15-A).
Cette périodicité dans la AS'Hy a aussi été observée avec d’autres peptides amphipathiques
possédant une structure hélicale [182, 183]. La courbe A8'Hy en fonction de la position du
résidu pour le peptide P-LAH,4, montre quatre maximas positifs de CSI pour les résidus A9,
Al3, Al7 et A21 et quatre minimas négatifs pour les résidus L8, H15, H19 et L22. Les
valeurs positives de CSI correspondent aux résidus situés sur la face hydrophobe et les valeurs
négatives de CSI aux résidus situés dans la face hydrophile du peptide P-LAH, (figure 4.16).

Figure 4.16 : Représentation en roue hélicoidale d’Edmunson du peptide P-LAH,.
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4.3.2.2- Contacts NOE

La présence de contacts NOE entre les résidus du peptide P-LAH, est visualisée a partir du
spectre 3D "H-'H NOESY-HSQC (figure 4.17).
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Figure 4.17 : Strips des résidus A4 & L20 du spectre 3D *Hy-'H NOESY-HSQC.
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L attribution des taches NOE a été faite manuellement. A cause de la faible dispersion des
déplacements chimiques des *Ha au sein du peptide, les taches de corrélation avec ces noyaux
sont trés souvent ambigus du fait de la superposition des signaux. La figure 4.18 résume les
contacts NOE présents sur le peptide en contact avec les micelles de DPC et a pH= 5,4. Ainsi,
le graphe NOE de la figure 4.18 présente en trait plein les NOE non ambigus (dont I’épaisseur
est fonction de I’intensité de la tache NOE) et en pointillés les NOE ambigues. L’intensité

des taches de corrélation croisées non ambigues est divisé en trois classes : forte, moyenne est

faible correspondant respectivement a des intensités de taches > 15000, comprises entre 5000
et 15000 et inférieures a 5000 (annexe 5).

Figure 4.18 : Graphigue représentant les contacts NOE entre les résidus du peptide P-
LAH,.

L’analyse du graphe montre de fort contacts NOE entre les Hy des résidus i et les Hy
des résidus (i+1) entre les résidus L5 et A23. D’autre part, on observe des contacts NOE de
type °Ny(i) et *Ha (i+3 ou i+4) entre les résidus A4 et L22. Tous ces contacts NOE sont
caractéristiques d’une hélice a. Le peptide P-LAH,4 en contact avec les micelles de DPC a

pH= 5,4 aurait une structure en hélice a des résidus A4 au résidu A23.
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4.3.2.3- TALOS

Le logiciel Talos permet de prédire les angles diedres ¢ et y du squelette peptidique.
Ce logiciel utilise une banque de données contenant les déplacements chimiques de 78
protéines. L’analyse de la structure secondaire du peptide P-LAH, par TALOS a été réalisée
en utilisant les déplacements chimiques Ny, Hy, Ca, CB et Ha des résidus K3 a A27. La
séquence peptidique utilisée pour calculer la structure secondaire par TALOS est la séquence
de P-LAH, dépourvue de P1 et K2. Ainsi la lysine 3 du peptide correspond a la lysine 1 de la
séquence utilisée par TALOS. La figure 4.19 montre un exemple de résultat obtenu par le

logiciel pour le résidu A14 (A12 pour Talos).

0 TALOS 2009.215.15.29 Residue A12 ./plahd.tab = 0(X10 TALOS . /plah4.tab Residues 1 to 25 - |0 X
A B ||| x| a|umw
| s uie] ws] e 7] L] we o]
o ] w3 | kaa ] s
c 0 Residue A12, Triplet L11 A12 H13 -

W Phi: -54Psi: -35D: 2195 L64 AG5 E66 4207
W Phi: 64 Psi: -38D: 22.57 L105 RL0G H107 calmodulin
N Phi: -69 Psi: -300: 23.01 LI7 E18 Q19 hpt
M Phi: -68 Psi: -33D: 23.32 185 R8G EA7 calmodulin
N Phi: -59 Psi: -35D: 23.53 W66 AG7 LG8 4215
'39;5‘:4 Phi: -57 Psi: -30D: 23.73 ALL7 KLI8 E119 Huet

M Phi: S8 Psi: -43D: 23.75 L73 KM EIS 5258
M Phi: -60 Psi: 42 D: 24.01 RG66 AG7 D68 4272
M Phi: -6 Psi: -30D: 24.26 L48 Q49 DSO calmodulin
W Phi: -67 Psi: -47 D: 24.27 A6D L70 Q71 4272

0349
Phi

[ e Ambiguous B Unclasified

| Phi: -63 Psi: -30D: 23.41 Average

Figure 4.19: Résultat du logiciel TALOS pour I’alanine 14 (A12 pour TALOS) du
peptide P-LAH,. A- Diagramme de Ramachandran illustrant les angles diedres avec en
carrés verts les dix tripeptides de la banque de données ayant une séquence similaire et
des deplacements chimiques similaires avec celle du tripeptide L11-A12-H13. B- Les
résidus notés en vert correspondent a des résidus ou le logiciel suggére une structure
secondaire (en hélice o) avec un niveau de confiance élevé. Les residus en gris
correspondent aux régions non classées. C- Les dix meilleures valeurs d’angles diédres
obtenues pour le residu Al14 du peptide et qui permet I’estimation des angles a -63 + 7°et
-39 + 8°.
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Le logiciel TALOS predit une structure secondaire en hélice o pour tous les résidus
compris entre A4 et la L22. Par contre, le logiciel n’a pas pu prédire de structure pour les
résidus A23, L24 et K 25 car comme nous I’avons vu précédemment le logiciel a besoin des
valeurs de déplacement chimique des résidus i-1 et i+1 pour prédire les angles ¢ et ¥ d’un
résidu i. Par contre, le logiciel ne prédit pas la lysine 26 comme appartenant a une structure en

hélice a. La partie C-ter ne semble pas structurée. La valeur moyenne des angles diédres pour

chaque résidu entre A4 et L22 prédits par TALOS est présentée dans I’annexe 6.

Conclusion :

Les résultats obtenus par la méthode du CSI, par le logiciel Talos et les contacts NOE
sont globalement compatibles entre eux. Quelques différences apparaissent cependant au
niveau des limites de I’hélice a. La technique du CSI indique que le peptide P-LAH, dans les
micelles de DPC a pH= 5,4 est structuré en hélice o des résidus L6 a L22. Quant a Talos il
prédit une structure en hélice o deux résidus avant c'est-a-dire a partir de I’alanine 4. Les
contacts NOE caractéristiques d’une hélice a se situent entre les résidus A4 et A23. Si I’on

tient compte de I’ensemble des données obtenues, il semblerait donc que I’hélice a est située
entre les résidus A4 et A23.

Comparaison avec les structures obtenues a pH= 4,1 et pH=6,1 :

Le Dr Georgescu et ses collaborateurs [87] ont montré que la structure en hélice a se
déplacait du cote C-ter vers le coté N-ter en augmentant le pH. En effet, a pH= 4,1 le peptide
possede une structure en hélice a. entre les résidus 9-24, a pH 6,1 entre les résidus 3-9 et 14-
24 et a pH= 7,8 entre les résidus 4-21.

Si I’on compare la variation de déplacement chimique du *Hy (en valeur absolue),

pour chaque résidu du peptide entre deux pH, on obtient les courbes de la figure 4.20. La

courbe bleue montre la A5 *Hy entre le peptide dans une solution de DPC & pH= 4,1 et le
peptide dans une solution de DPC a pH= 6,1. La courbe rouge représente la méme variation

mais entre pH= 4,1 et 5,4 et enfin la courbe verte la variation de A8 *Hy entre pH= 6,1 et 5,4.
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Figure 4.20 : Courbes représentant la variation de la valeur de déplacement chimique
des noyaux *Hy pour chaque résidu du peptide entre pH= 4,1 et pH= 6,1 (courbe bleue),
entre pH= 4,1 et pH= 5,4 (courbe rouge) et entre pH= 6,1 et pH= 5,4 (courbe verte).

La courbe bleue présente trois principales régions de variation du &'Hy: entre les
résidus A3-L9, H10-H14 et H18-A20. Si I’on compare ces zones de variations avec la
différence de structure aux deux pH, on constate que la région entre A3-L9 correspond a une
structuration en hélice a du peptide LAH4 a pH= 6,1 et qui est absente a pH= 4,1. L’ autre
région pour laquelle le 8'Hy varie correspond aux résidus compris entre H10 et H14. Ces
résidus composent le coude du peptide a pH= 6,1. Ce coude est absent a pH= 4,1. Si I’on
compare désormais la différence de 8'Hy pour le peptide & pH= 4,1 avec les valeurs que nous
avons obtenues a pH= 5,4 (courbe rouge) ainsi que la différence entre les valeurs obtenus a
pH= 6,1 et nos valeurs a pH= 5,4 (courbe verte), on constate qu’entre les résidus L5 et L9 la
courbe rouge suit la courbe bleue entre les résidus L5 et L9 et donc qu’entre les résidus L5 et
L9 le peptide se structurerait en hélice a a pH= 5,4 comme a pH= 6,1. D’autre part, la courbe
verte suit la courbe bleue entre les résidus H10 et H14 et donc a pH= 5,4 il n’y aurait pas de
coude au niveau du peptide. Ainsi, ces résultats sont en accord avec les resultats obtenus a
partir du CSI, Talos et des effets NOE observés qui montrent qu’a pH= 5,4 le peptide est

structuré en hélice o entre les résidus A4 et A23.
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4.4-Discussions

Nous avons vus dans le troisieme chapitre que le peptide P-LAH, était un peptide
antibactérien mais qu’il était aussi capable de véhiculer efficacement I’ADN a I’intérieur des
cellules eucaryotes. Ces deux fonctions nécessitent I’interaction du peptide avec les
membranes. Les études structurales du peptide P-LAH, par dichroisme circulaire montrent
que le peptide a pH= 5,4 se structure en hélice a seulement dans un environnement
membranaire. D’autre part, les informations structurales obtenues par RMN du liquide, nous
ont permis de situer précisément sur le peptide, la structure en hélice a lorsque celui-ci est en
contact avec des micelles de DPC a pH= 5,4. Pour cela, nous avons déterminé les valeurs de
déplacement chimique des noyaux Ny, Hy, Ca, CB et Ha de tous les residus du peptide sauf
pour les résidus P1, K2 et L24. Ainsi, la combinaison des résultats obtenus par le CSI *Ha, la
prédiction des angles diedres avec Talos ainsi que les contacts NOE non ambigus nous

permettent de conclure que I’hélice a. se situe entre les résidus A4 a A23.

D’autre part, la comparaison des valeurs de §'Hy du peptide dans les micelles de DPC
a pH= 5,4 avec celles obtenues par le Dr Georgescu et ses collaborateurs [87] pour des pH de
4,1 et 6,1 montre d’une part, que les A8'Hy sont dues & des différences structurales au sein du
peptide ( pH= 4,1 vs pH= 6,1) et d’autre part, qu’en comparant ces 5'Hy avec nos valeurs &
pH= 5,4, il était possible de confirmer les régions hélicales du peptide. Le peptide LAH, a
pH= 4,1 se structure en helice o des résidus 9 a 24 et a pH= 5,4 le peptide P-LAH, se
structure en hélice o des résidus 4 & 23. Tous ces résultats confirment que la structure en
hélice se déplace bien du cété N-ter en augmentant le pH [87]. La différence obtenue
concernant la localisation de I’hélice o au sein du peptide entre pH= 4,1 et pH= 5,4 peut-étre
due au fait que les pKas des histidines se situent autour de 5,5 et qu’a pH= 5,4 seulement la

moitié des histidines sont protonées.

La structuration en hélice a. permet au peptide d’avoir une face hydrophile et une face
hydrophobe. La face hydrophobe lui permettrait d’interagir avec la membrane et la face
hydrophile avec le solvant. La formation d’une structure en hélice o en présence de
membranes a aussi €té décrite pour d’autres peptides antibactériens comme les magainines
[163, 184], la melittine [185] ou encore LL-37 [186]. De plus, de nombreuses études
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effectuées sur les peptides antibactériens montre I’importance d’une structure amphipathique
et une charge positive nette pour son activité cytolytique [187, 47]. En effet, le peptide LAH,

montre une activité antibactérienne plus prononcée a pH=>5,5 qu’a pH=7,5 [41, 86].

D’autre part, la connaissance de la structure secondaire a pH= 5,4 est importante pour
la compréhension du mécanisme de transfection. En effet, il a été montré que I’acidification
de I’endosome est une étape necessaire a la transfection [40, 45]. Lors de cette acidification,
le pH diminue autour de 5,5 et les histidines du peptide deviennent protonées et la moitié de
peptides qui au départ était complexée a I’ADN se trouve désormais sous forme libre [92]. Le
peptide libre est alors capable d’interagir avec la membrane de I’endosome pour la
déstabiliser et permettre ainsi la libération de I’ADN. Nous avons ainsi montré qu’a ce stade
le peptide P-LAH;, se structurait en hélice o des résidus A4 & A23 et que les parties terminales
étaient non structurées. De plus, le fait que les pKas des chaines latérales des histidines se
situent autour de 5,5 signifie qu’a ce pH les résidus histidines sont a moitié sous forme
cationique et I’autre moitié sous forme neutre, ce qui pourrait expliquer qu’il existe encore des
différences de structures en diminuant le pH a 4,1 [87]. A pH=5,4, le peptide adopte une
structure comparable a celles d’autres peptides antibactériens et pourrait donc déstabiliser la
membrane de I’endosome selon un mécanisme similaire a celui observé pour ces peptides

antibactériens. La figure 4.21 présente la structure secondaire du peptide a pH=5,4.

Figure 4.21 : Représentation de la structure secondaire de P-LAH, en contact avec les
micelles de DPC a pH= 5,4. Le squelette peptidique a été réalisé avec Pymol, a partir des

valeurs d’angles ¢ et y prédites par Talos.

Afin de compléter les résultats, en vue de la compréhension du mécanisme d’action,
nous nous sommes intéressés dans le chapitre suivant, a I’étude de I’orientation du peptide
dans les bicouches membranaires par RMN du solide et pour la premiere fois nous avons pu
observer I’orientation du peptide sur toute sa longueur, grace aux résultats obtenus dans le

chapitre trois.
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Chapitre 5 :

Etude de I’orientation et de la structure du peptide P-
LAH, dans les bicouches de POPC par RMN du solide.

5.1-Introduction

Afin de comprendre les mécanismes d’action antibactérien et transfectant d’ADN du
peptide LAH,4, il est nécessaire d’étudier le mode d’interaction du peptide avec les
membranes. Dans ce chapitre, la RMN N du solide, du peptide reconstitué dans des
bicouches orientées [126, 127, 128], a été utilisée pour obtenir I’orientation de LAH,4 dans les
membranes de POPC. En effet, jusqu’a présent LAH, a été produit par synthése peptidique et
sa topologie dans les membranes de POPC, a été déduite en marquant sélectivement I’alanine
en position 13 [39] ou encore les alanines aux positions 6, 16 et 22 simultanément [188].
Afin, d’obtenir plus de précision sur la topologie du peptide, ce chapitre présente, les tous
premiers résultats obtenus sur I’orientation du peptide marqué uniformément en *°N dans les
bicouches orientées de POPC a pH= 5,5 et 6,9. La RMN du solide a également été utilisée
pour déterminer la structure du peptide grace aux expériences 2D *H-*N PISEMA [130,189].

5.2-Matériel et Méthodes

5.2.1-Préparation des échantillons RMN orientés

100 mg de POPC ( avanti polar lipids) sont mélangés avec 2 mL de dichlorométhane
( Sigma-Aldrich). 5,4 mg de P-LAH4 marqué uniformémént en >N sont dissous dans 1,4 mL
de tampon 10 mM Tris-HCI pH=7,3 ou 10 mM de tampon acétate pH= 5,5. Le pH de la
solution peptidique est ammené a 6,9 ou 5,5 avec I’ajout de NaOH a 1 N. L’excés de solvant
est évaporé sous rotavap (Buchi R-200) afin qu’il ne reste environ que 300 pL de solution
peptidique. A cette solution sont ajoutés 2 mL de TFE (Sigma-Aldrich). L’ensemble est ajouté
a la solution lipidique, le mélange est vortexé briévement et soniqué dans un bain de
sonication ( Bandelin, RK514 BH) 30 s, a température ambiante. Le solvant est évaporé sous

azote et le film lipidique est étalé sur 17 plaques de verre (4 X 22 mm), (Martienfeld,
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Germany), (figure 5.1-A). Les plagues sont séchées a température ambiante une nuit, puis les
traces de solvant organigque sont éliminées sous vide et I’échantillon est mis a hydrater a 93%
d’humidité relative. Les lamelles sont empilées les unes sur les autres (fig.5.1-B).
L’échantillon est entouré d’un film de teflon puis emballé dans un film plastique soudé

hermétiquement (figure 5.1-C) pour éviter les pertes d’eau dues au réchauffement de

I’échantillon pendant I’expérience RMN. Celui-ci est ensuite placé a I’intérieur de la bobine
(figure 5.1-D).

lamelles de verre

}

Lamelles de verre\x

E

- lamelles de verre

F

Figure 5.1: Les différentes étapes nécessaires lors de la préparation d’un échantillon

RMN orienté (adapté de la référence [190]). A : Le mélange peptides/lipides est étalé sur lamelles
de verre, le solvant est évaporé puis I’échantillon est hydraté. B : les lamelles sont empilées les unes sur les
autres, C : I’échantillon est fermé hermétiquement, D : placé dans une bobine plate, E : Orientation des
membranes dans le champ magnétique By, F : Orientation des membranes (> 3 bicouches) entre deux plaques
de verre.
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5.2.2-Acquisition des spectres RMN

Spectres *'P :

Les spectres *'P découplés *H sont enregistrés & 161,953 MHz sur un
spectrométre RMN Bruker Avance 400 MHz a I’aide d’une sonde a double résonance equipée
d’une bobine plate. L enregistrement se fait a température ambiante en utilisant une séquence
d’impulsion écho de Hahn avec un pulse /2 de 3,5 ps. La largeur spectrale est de 75 kHz.
Le délai de I’écho et du recyclage sont respectivement de 40 ps et 3 s. Un spectre >'P de
référence de I’acide phosphorique 85 % est enregistré et le phosphore est calibré a 0 ppm.
Avant transformation de Fourier une multiplication exponentielle correspondant a un LB de 150

Hz est appliquée.

Spectres N :

Les spectres N sont enregistrés & 40,54 MHz sur un spectrométre RMN
Bruker Avance 400 MHz a I’aide d’une sonde a double résonance équipée d’une bobine plate
[191]. L’enregistrement se fait a température ambiante en utilisant une séquence d’impulsion de
polarisation croisée avec un fort découplage en *H. La fenétre spectrale, le temps d’acquisition, le
temps de contact et le délai de recyclage valent 37,5 kHz, 6,8 ms, 1 ms et 3 s respectivement. Les
spectres sont accumulés avec 40 k scans. Avant transformation de Fourier une multiplication
exponentielle correspondant a un LB de 300 Hz est appliquée. Les spectres sont calibrés sur
NH,Cl & 41,5 ppm.

Spectres PISEMA *H-N :

Les spectres ont été enregistrés sur un spectrometre RMN Bruker Avance 500 équipé
d’une bobine plate a double résonance. Un pulse de 90 ° de 6,12 ps et de 1 ms de temps de
contact ont été utilisée pour le CP avec un champ B; de 41 kHz. Les protons sont spin-lockés
a I’angle magique en appliquant un champ B; de 50 kHz et un offset de +/- 28,9 kHz. Le
temps d’acquisition et le délai de recyclage valent respectivement 10,3 ms et 2 s.

La fenétre spectrale en F1 (*H-*N) vaut 15 kHz pour le spectre de I’échantillon & pH= 5,5 et de
26,5 kHz pour le spectre de I’échantillon & pH=6,9.La fenétre spectrale en F2 (**N) vaut 41 kHz

pour les deux spectres. Les spectres sont calibrés sur *°NH,Cl & 41,5 ppm.
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Simulation du spectre PISEMAH-N :

Différents spectres PISEMA 'H-N ont été simulés en faisant varier 1’angle
d’inclinaison d’une hélice o (18 résidus) par rapport a la normale & la membrane dans le but
de se rapprocher au mieux du spectre expérimental obtenu. Les simulations ont été faites avec
le logiciel SIMPSON/SIMMOL [136]. Le tenseur de déplacement chimique anisotrope du

noyau N utilisé pour la simulation est : 611= 60 ppm, 2= 80 ppm et o33= 220 ppm. Les

spectres obtenus par simulation ont été visualisés avec dmfit [192].

5.3-Résultats et Discussions

Afin de déterminer I’orientation du peptide P-LAH, sur toute sa longueur, des
échantillons de peptides marqués uniformément en *°N, dans les membranes orientées de
POPC a pH=5,5 et 6,9 ont éte préparés.

5.3.1-Structure et toplogie du peptide P-LAH, dans les bicouches
orientées de POPC a pH=5,5.

1 I 1 Ll

160 50 0 50 .1bo W00 100 0 40 200
P (ppm) N (ppm)

Figure
5.2 1 A- Spectre 3P découplé *H de bicouches orientées de 100 mg de POPC avec la
normale des plaques de verre paralléle a Bo en présence de 5,4 mg de peptide P-LAH, a
pH=5,5. B - Spectre RMN "N découplé *H du méme échantillon.
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Lorsque le peptide P-LAH, est reconstitué dans des bicouches de POPC équilibrées a
93% d’humidité relative, le spectre RMN *'P découplé H (figure 5.2-A) indique que les
membranes sont dans une phase liquide cristalline et qu’elles sont relativement bien alignées

avec la normale a la bicouche paralléle au champ magnétique.

Le spectre ©®N découplé *H du peptide P-LAH, marqué uniformément en N et
reconstitué dans des bicouches orientées de POPC (figure 5.2-B) , montre un pic fin autour de
35 ppm, un pic autour de 70 ppm et un autre compris entre 180 et 260 ppm. Ce spectre
englobe les signaux correspondant & 26 noyaux >N des liaisons amides, les quatre noyaux °N
des chaines latérales des lysines ainsi que ceux appartenant aux quatre chaines latérales des

histidines.

Le signal situé autour de 70 ppm provient des noyaux °N appartenant aux liaisons
peptidique dont la liaison N-H est a peu prés orientée parallelement a la bicouche de POPC.
Ces résultats sont en accord avec les données obtenues précedement avec le peptide LAH,. En
effet, les spectres N & pH< 6 du peptide LAH4 marqué en *°N au niveau du résidu 13 ou sur
les trois résidus 6,16 et 22 a la fois, montrent un signal RMN seulement dans la région située
autour de 70 ppm [39, 188].

Le pic fin autour de 35 ppm correspond au signal provenant des noyaux °Ne des
chaines latérales des lysines. Ceci suggere que les chaines latérales des résidus lysines
présentes aux extremités C-ter et N-ter du peptide sont mobiles dans les membranes de POPC.
Il est important de noter que le transfert de polarisation est moins efficace lorsque les résidus
sont mobiles mais le fait de pouvoir observer le déplacement chimique isotrope des chaines
latérales des lysines nous laisserait donc penser qu’on pourrait aussi observer la mobilité, si
elle a lieu, des chaines latérales des histidines. Le déplacement chimique isotrope des noyaux
N (**Ne2/°N81) des chaines latérales des histidines se situe autour de 170/178 ppm (forme
cationique) et autour de 170/245 ppm (forme neutre)[193]. Sur le spectre on observe un pic
large allant de 180 a 260 ppm. Il est possible que les signaux isotropes des chaines latérales, si
elles sont présentes, soient masquées par ce pic large. D’autre part, le signal isotrope des
chaines latérales des histidines peut également étre absent du spectre, soit parceque
I’efficacité de transfert de polarisation n’est pas assez efficace pour cette chaine latérale (dans
ces conditions de CP) soit parce les signaux de ces noyaux >N sont élargis par I’anisotropie.
Il se peut donc que le signal entre 180 ppm et 260 ppm sur le spectre corresponde a une

distribution d’orientations des quatre chaines latérales des histidines. En effet, le tenseur de
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déplacement chimique anisotrope du noyau *°N®

His.HCI [194] et donne des valeurs de 633 =260 ppm, c22= 203 ppm et c11= 77 ppm.

du cycle imidazole a été mesuré dans

Pour le signal situé autour de 200 ppm, d’autres hypothéses sont envisageables. En
effet, les données structurales obtenues par RMN en solution sur le peptide P-LAH, (chapitre
4) dans des micelles de DPC montre qu’a pH= 5,4 les extrémités du peptide ne sont pas
structurées et que seuls les résidus compris entre A4 et A23 adoptent une conformation en
hélice o. Il nous appartient donc de nous interroger sur le signal qu’on devrait observer sur ce
spectre concernant les extrémités N-ter et C-ter du peptide. Si ces extrémités étaient mobiles,
on observerait un signal isotrope a 120 ppm correspondant au déplacement chimique isotrope
des noyaux >N amide du peptide. Ce signal est absent du spectre soit parce que le transfert
de polarisation n’est pas efficace, soit parce que ces extremités ne sont pas mobiles dans la
bicouche de POPC. Par conséquent, on pourrait observer un signal correspondant a une
poudre, pour ces extremités. Ainsi, le signal visible sur le spectre autour de 200 ppm pourrait
provenir des noyaux >N amide des extremités non structurées N-ter et C-ter du peptide. De
plus, le fait que le signal autour de 200 ppm soit absent du spectre RMN *°N des échantillons
marqué spécifiquement en position 13 [39] ou 6,16 et 22 [188] laisse suggerer que ce signal

proviendrait soit des extremités du peptide soit des chaines latérales des histidines.

Dans le but d’obtenir plus d’informations sur la topologie du peptide dans les
bicouches de POPC , un spectre 2D corrélant le déplacement chimique en N avec le
couplage dipolaire *H-"N a été enregistré. Le spectre PISEMA du peptide P-LAH, dans les
bicouches de POPC a pH= 5,5 est présenté sur la figure 5.3.
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Figure 5.3 : Spectre PISEMA 2D (*H-"N) du peptide P-LAH, marqué uniformément en
N dans des bicouches orientées de POPC dont la normale est paralléle & By & pH=5,5.

Le signal entre 60 et 80 ppm, possédant une constante de couplage dipolaire de 8 kHz,
correspond au signal provenant des noyaux °N amide du peptide qui sont orientés
parallelement a la bicouche de POPC. En effet, la simulation du spectre 2D PISEMA d’une
hélice a possédant des angles ¢ et W de -60° et -45 ° respectivement, et dont I’hélice est
orientée a 90° par rapport au champ magnétique By a été superposée au spectre expérimental.
Le résultat est présenté sur la figure 5.4-A. Le spectre calculé est proche du spectre
expérimental pour la région située entre 60 et 80 ppm avec une constante de couplage
dipolaire de 8 kHz. Il semble donc que le peptide posséde une structure en hélice a avec une

orientation parallele a la membrane (figure 5.4-B).
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Figure 5.4 : A - Spectre PISEMA 2D (*H-'°N) expérimentale de la figure 5.3 superposé
avec le spectre simulé d’une hélice a idéale (p=-60°, ¥= -45°) orientée de 90 ° par
rapport a Bo. B -Modele montrant I’orientation du peptide par rapport a la bicouche de
POPC.

5.3.2-Structure et toplogie du peptide P-LAH, dans les bicouches
orientées de POPC a pH=6,9.

T T T T

100 50 0 50 <100 300 200 100 0 <100 -200
31P (ppm) BN (ppm)

Figure 5.5 : A-Spectre *'P découplé *H de bicouches orientées de 100 mg de POPC avec
la normale des plaques de verre paralléle a Boen présence de 5,4 mg de peptide P-LAH,

a pH=6,9. B-Spectre RMN N découplé *H du méme échantillon.
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Le spectre 3'P & pH= 5,5 est plus large (15 & 48 ppm et -13 & -26 ppm) que le spectre &
pH= 6,9 (22 a 38 ppm et -13 a -19 ppm) (figure 5.5-A vs figure 5.2-A). Le peptide
perturberait donc plus les membranes a pH acide qu’a pH neutre. Ces différences sur les
spectres *'P sont dues aux différentes orientations qu’adopte le peptide aux deux pH (dans le
plan et perpendiculaire a la membrane). Ces différentes orientations sont corrélées avec
I’action antibactérienne du peptide P-LAH, qui est plus prononcée a pH acide qu’a pH neutre,

ce qui confirme les résultats qui ont été obtenus pour le peptide LAH,4 [41, 86].

A pH= 6,9, le signal **N du peptide P-LAH, est constitué d’un pic fin autour de 35
ppm, d’un signal autour de 200 ppm, et d’un autre autour de 60 ppm (figure 5.5-B). A pH=
6,9, les chaines latérales des lysines sont également mobiles car on observe le pic isotrope des
lysines autour de 35 ppm. Le signal situé autour de 200 ppm montre que les noyaux N
amides des résidus du peptide sont orientés perpendiculairement par rapport a la membrane de
POPC. Ces résultats sont aussi en accord avec les données obtenues sur le peptide LAH,
marqué sur I’alanine 13 et reconstitué dans des membranes de POPC [39]. A ce pH, les
résidus histidines se trouvent sous forme neutre et si leurs chaines latérales étaient mobiles, on
devrait alors observer les déplacements chimques isotropes des noyaux *°N autour de 170 et
245 ppm. Ces signaux peuvent étre présents mais masqués par le signal des noyaux °N

amides situés perpendiculairement a la membrane.

Pour le signal a 60 ppm plusieurs possibilités sont envisageables : le signal
correspondrait a des résidus des extremités N-ter et C-ter du peptide P-LAH, ou encore il est
possible aussi que le peptide soit présent dans deux configurations différentes, certains

peptides seraient orientés parallélement et d’autres perpendiculairement a la membrane.

Dans le but d’obtenir plus d’information sur la topologie du peptide dans les bicouches

de POPC , un spectre 2D PISEMA a été enregistré, il est présenté sur la figure 5.6.
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Figure 5.6 : Spectre PISEMA 2D (*H-"N) du peptide P-LAH, marqué uniformément en

>N dans des bicouches de POPC dont la normale est paralléle & By & pH= 6,9.

Le spectre sur la figure 5.6 montre plusieurs signaux avec différentes valeurs de couplage

dipolaire (*H-""N). Ces valeurs sont regroupées dans le tableau 5.1.

Déplacement chimique (ppm)

Couplage dipolaire (*H-"N)

(Hz)
60 10000
180-200 12200-14000
200-225 13500-17000

Tableau 5.1 : Tableau regroupant les valeurs de déplacement chimique ainsi que les
valeurs de couplage dipolaire ‘*H-"N correspondantes qui ont été observées pour le
peptide P-LAH, en contact avec des bicouches de POPC (dont la normale est paralléle a

Bo) & pH=6.9.
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Les signaux entre 200 et 225 ppm, avec des constantes de couplage dipolaire
comprises entre 13500 et 17000 Hz, correspondent aux signaux des noyaux >N amides du
peptide qui sont orientés parallelement a la bicouche de POPC. En effet, la simulation du
spectre 2D PISEMA d’une hélice o possédant des angles ¢ et W de -60° et -45 °
respectivement, et dont I’hélice est orientée de 10° par rapport au champ magnétique By a été
superposé au spectre expérimental. Le résultat est présenté sur la figure 5.7-A. Le spectre

calculé est proche du spectre expérimental pour la région située entre 200 et 225 ppm.
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Figure 5.7 : A - Spectre PISEMA 2D (*H-"N) expérimental de la figure 5.7 superposé
avec le spectre simulé d’une hélice a idéale (o= -60°, W= -45°) orientée de 10 ° par
rapport a Bo. B- Modéle montrant I’orientation du peptide par rapport a la bicouche de
POPC.
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Pour essayer d’expliquer le signal autour de 180-200ppm/ 12-14 kHz, nous avons
simulé un spectre PISEMA avec cette fois une hélice o inclinée de 14 °/B, et possedant des
valeurs d’angles (¢= -65°, W= -45°). Nous avons superpose ce spectre au spectre

expérimental, le résultat est montré sur la figure 5.8.
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Figure 5.8 : Spectre PISEMA 2D (*H-"N) expérimental de la figure 5.7 superposé avec
le spectre simulé d’une hélice a idéale (p=-65°, W= -45°) orientée de 14 ° par rapport a
Bo.

Le résultat présenté sur la figure 5.8 montre qu’il manque des résonances (200-220
ppm/7-5 kHz) sur le spectre expérimental pour pouvoir justifier de la présence d’une autre
hélice a inclinée de 14 °/B, De plus, selon la simulation, le signal a 180-200ppm/ 12-14 kHz
sur le spectre expérimental ne semble pas appartenir a une hélice o inclinée de 10°. Il est
cependant important de noter que la simulation du spectre PISEMA a été faite en utilisant un
unique tenseur anisotrope de déplacement chimique (CSA) valant : o11= 60 ppm, c22= 80 ppm
et o33= 220 ppm pour tous les résidus, et en supposant également que les valeurs d’angles ¢

et W sont les mémes tout au long de I’hélice. Ainsi, il est probable que ce signal provienne de

certains résidus de I’hélice inclinée de 10 °/By qui posséderaient des variations dans les
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valeurs d’angle ¢ et W [195] et/ ou des différences de valeurs de tenseur de déplacement
chimique anisotrope [196]. En effet, une différence de +/- 5 ppm dans le CSA peut engendrer

une erreur de 3 a5 ° dans I’inclinaison de I’hélice.

Si I’on considére que la structure du peptide dans les bicouches de POPC a pH neutre
est comparable a celle obtenue dans les micelles de DPC [87], alors il semblerait que le
peptide ne soit pas structuré en hélice o sur toute sa longueur. Et particulierement a ces
extrémités (résidus 1 a 4 et 22 a 26). Ainsi, le signal autour de 60 ppm pourrait correspondre
aux extrémités non structurées du peptide. D’autre part, nous avions aussi soumis I’hypothese
que le signal autour de 60 ppm pourrait correspondre a certains peptides qui seraient orientés
parallelement a la membrane. Mais si I’on compare le signal obtenu pour les peptides orientées
parallelement (PISEMA figure 5.3) & ce signal, nous pouvons nous rendre compte que ces
signaux ne sont pas identiques. En effet, les peptides orientés parallelement a la bicouche de
POPC montraient un signal autour de 60 ppm avec une constante de couplage de 8 kHz alors
que le signal autour de 60 ppm a pH 6,9 montre une constante de couplage dipolaire de 10
kHz. Ces résultats semblent confirmer I’hypothése que ce signal provient effectivement des

résidus non structurées du peptide.
5.4-Discussions

Nous avons vu précédemment que les peptides antibactériens peuvent agir selon
différents mécanismes [72]. Dans ce chapitre, nous avons déterminé, pour la premiére fois, la
structure secondaire du peptide dans des bicouches orientées de POPC a partir des spectres
2D (*H-"N) PISEMA. Les résultats montrent qu’a pH= 5,5 le peptide se structure en hélice o
dans les bicouches de POPC, et qu’il s’oriente parallelement a la bicouche. Par contre a pH
neutre, le peptide est orienté d’environ 10° par rapport a la normale a la bicouche de POPC.
Une orientation de peptide parallele a la membrane a également été retrouvée chez de
nombreux peptides comme la magainine 2 [68,197], PGLa [198]) ou encore la cecropine A
par exemple [199]. Ainsi ces peptides pourraient agir par des mécanismes similaires. Le
mécanisme d’action propose pour les peptides amphipathiques chargés positivement et qui
s’orientent parallélement a la membrane est de type « tapis » [90]. En effet, le peptide LAH, a
pH= 5,5 se structure en hélice o lui conférant ainsi une face hydrophobe interagissant avec la
partie hydrophobe de la membrane et une face hydrophile chargée positivement interagissant

avec les phosphores de la membrane et le solvant.

151



L élargissement du spectre *'P & pH acide montre que le peptide posséde une activité
antibiotiqgue plus prononcé a pH acide [41,86]. Ceci suggéere que la configuration
transmembranaire ne semble pas nécessaire a I’activité antibactérienne et que par contre
I’orientation du peptide dans le plan a la bicouche est nécessaire a son activité lytique. Le fait
que le peptide perturbe préférentiellement la membrane a pH acide a d’importantes
implications dans le transfert des acides nucléiques car il a été montré que le transfert de gene
par le peptide LAH, implique I’acidification de I’endosome [45]. Ainsi, en regroupant les
données structurales obtenues dans les deux chapitres précédents, nous proposons le modéle
suivant pour I’interaction du peptide avec la membrane de I’endosome aprés acidification
(figure 5.9). Les complexes pénétrent dans la cellule par un mécanisme d’endocytose (figure
5.9-A). A pH neutre, le peptide libre adopte une conformation en hélice a et une orientation
transmembranaire avec une inclinaison de 10 ° par rapport a la normale a la membrane de
I’endosome. Durant I’acidification de I’endosome (figure 5.9-B), les chaines latérales des
résidus histidines se protonent et environ la moitié du nombre de peptides complexés a I’ADN
se retrouve libérée dans I’endosome. Les peptides possedent une conformation en hélice o des
résidus A4 a A23 et adoptent désormais une orientation parallele a la membrane de

I’endosome (figure 5.9-C).

flll.llllll%ll!l!l.llllll

Figure 5.9 : Mécanisme d’endocytose du complexe ADN/LAH,4 montrant la structure et

la topologie du peptide lors de I’acidification de I’endosome. Adapté de [92].
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A pH 6,9 nous avons vu que le peptide est orienté de 10° par rapport a la normale a la
membrane. L’épaisseur hydrophobe de la membrane de POPC en phase fluide vaut 28,5 A
[200]. En supposant une distance de 1,5 A entre deux acides aminés hydrophobes, la longueur
hydrophobe du peptide P-LAH, correspondrait & 31,5 A. Ainsi, pour que toute la longueur
hydrophobe du peptide puisse étre en contact avec la partie hydrophobe de la membrane, il
faudrait que le peptide soit orienté de 25° et non de 10° par rapport a la normale a la bicouche.
Lorsque le peptide posséde une longueur hydrophobe plus longue que la longueur hydrophobe
de la membrane, plusieurs autres mécanismes que celui d’incliner I’hélice par rapport a la
membrane, peuvent avoir lieu pour éviter I’exposition des surfaces hydrophobes dans le
milieu hydrophile. Le peptide peut, en effet, s’agréger ou modifier sa longueur hydrophobe
en changeant sa structure aux extrémités. D’autre part la membrane peut également faire
varier sa longueur hydrophobe en allongeant ses chaines d’acides gras [201, 202]. Ainsi, il
serait également intéressant d’étudier la topologie de LAH, en modifiant la longueur
hydrophobe de la membrane afin d’observer si des changements d’orientation du peptide ont

lieu.

Le marquage uniforme du peptide P-LAH, en °N a permis I’étude de sa structure et de
sa topologie par RMN du solide sur toute sa longueur. Les spectres °N que nous avons
obtenus montrent la présence de signal entre 60 et 260 ppm. D’autre part, le peptide contient
des résidus dont les chaines latérales possédent un azote, comme les lysines et les histidines.
La valeur du déplacement chimique isotrope du noyaux °Ne des résidus lysines se trouve
autour de 35 ppm et se distingue facilement des autres noyaux >N. Cependant, le signal des
noyaux “°N des chaines latérales des histidines peut-étre masqué par le déplacement chimique
des noyaux N amides de la liaison peptidique. Ceci rend I’interprétation des spectres
difficile d’autant plus qu’il existe trés peu d’analyses des chaines latérales par les expériences
PISEMA. Le marquage sélectif de certains résidus du peptide permettrait donc de simplifier
le spectre et de faciliter son interprétation. D’autre part, nous disposons désormais au
laboratoire de peptide marqué en >N/*3C sur chaque lysine séparement (voir chapitre 6), il
serait donc interessant de faire des échantillons de bicouches orientées avec ces peptides aux

deux pH afin d’étudier la structure du peptide aux extremités.
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Chapitre 6 :

Etude des interactions entre le peptide LAH, et I’ADN par
expériences REDOR.

6.1-Introduction

Les protéines qui forment des complexes avec I’ADN possedent en général des motifs
de type « hélice-tour-hélice », « doigt de zinc » ou « leucine zipper ». La figure 6.1 présente
des exemples de structures tridimensionnelles de complexes protéines/ADN obtenues par
cristallographie [203]. Actuellement il n’existe aucune structure tridimensionnelle connue
d’un complexe peptide transfectant d’ADN/ADN dans la PDB a cause de la difficulté de
cristalliser ces complexes. De plus, leur grande taille est un critere limitant pour obtenir des

structures par RMN du liquide.

Figure 6.1 : A- Structure du complexe Zif268-ADN obtenue par rayon X (PDB : 1A1F)
possédant un motif en doigt de zinc (Cys2-His2). L’atome de zinc (sphére verte) est
chélaté par deux résidus cystéine et par deux résidus histidine et I’ADN est représenté en
violet. B- Structure cristallographique de I’lhomodimére Jun complexé a I’ADN (PDB :
2H7H) montrant un motif « leucine zipper ». Les chaines latérales des résidus leucines
sont montrées en rouge. C- Exemple de motifs « helice-tour-hélice » au sein de la
structure cristallographique d'un nucléosome avec les protéines histones H2A, H2B, H3
et H4 entourés d'ADN (PDB : 1A0l).
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Les interactions au sein de ces complexes sont genéralement de nature non covalente.
Les plus importantes sont de nature électrostatique et ont lieu entre les chaines latérales des
acides aminés chargees positivement (arginine, lysine, histidine) et les phosphates de I’ADN.
D’autre part, les liaisons hydrogénes entre les phosphates, les bases ou sucres des acides
nucléiques et les liaisons peptidiques ou les chaines latérales des acides aminés hydrophiles
peuvent également stabiliser le complexe. De plus, des interactions d’empilement entre les
chaines latérales des acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine, phénylalanine,
histidine) et les bases des acides nucléiques peuvent avoir lieu. D’autres interactions de type
hydrophobe (entre les bases des acides nucléiques et les chaines latérales des acides aminés
non polaires) ou de Van der Walls peuvent également participer a la stabilisation de ces

complexes [204].

Dans ce chapitre nous nous sommes intéressés aux interactions présentes a I’intérieur
méme du complexe ADN/LAH, et plus particulierement aux résidus du peptide impliques
dans I’interaction avec les phosphates de I’ADN. Nous avons vu dans le premier chapitre que
nous avions affaire a des complexes ADN/LAH, de grande taille pouvant méme aller jusqu’a
1 um [93]. La RMN du solide reste donc un outil de choix pour étudier ces complexes car la

taille ne représente pas de limite contrairement a la RMN du liquide.

Le Dr Prongidi-Fix et ses collaborateurs ont étudié la nature des interactions qui
stabilisent les complexes par ITC [92]. lls ont montré qu’a pH= 7, les complexes étaient
stabilisés par des interactions electrostatiques et qu’a pH= 5, en plus des interactions
électrostatiques, d’autres interactions de type hydrophobe étaient présentes. Afin d’obtenir
plus de précision sur les interactions présentes au sein du complexe, nous avons identifié les
résidus du peptide LAH,4 qui sont impliqués dans I’interaction avec I’ADN. Pour cela, nous
avons tenté d’estimer les distances entre les noyaux >N du peptide et les noyaux *'P de
I”’ADN par des expériences REDOR [133-135].

Depuis quelques années, les expériences REDOR prennent une place considérable
dans I’étude des interactions entre diverses molécules comme peptide-peptide [205], peptide-
membrane [206], enzyme-substrat [207], ou encore peptide-acides nucléiques [208-211].
Dans ce type d’expérience, la distance entre deux spins peut-étre déterminée en mesurant la
valeur de la constante de couplage dipolaire D car elle est inversement proportionnelle au
cube de celle-ci. De plus, cette constante D est proportionnelle au rapport gyromagnétique de

chacun de deux spins considerés. Ainsi, pour une méme valeur de constante de couplage, plus
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grand est le rapport gyromagnétique des noyaux, plus la distance pouvant étre mesurée entre
ces deux noyaux est grande. Le tableau 6.1 résume les valeurs de constante de couplage
dipolaire D (en Hertz) et les distances (en A) correspondantes pour différentes paires de spins.

Les valeurs de couplage notées en rouge représentent les valeurs limites détectables.

distance (A) BF-13¢ Ap BN | BeBN | pC
1 28375 4905 4905 12210
2 3547 613 613 1526
3 1051 182 182 452
4 443 77 77 191
5 227 39 39 98
6 131 23 23 57
7 83 14 14 36
8 55 10 10 24
9 39 7 7 17
10 28 5 5 12
11 21 4 4 9

Tableau 6.1 : Tableau résumant les valeurs de constante de couplage dipolaire D (en
Hertz) et les distances (en A) correspondantes, pour différentes paires de spins. Les

valeurs de couplage D notées en rouge représentent les valeurs limites détectables.

Ainsi, les plus grandes distances pouvant étre mesurées avec la technique REDOR
sont les distances entre les noyaux '°F-*'P pouvant aller jusqu’a 13-14 A. Un exemple
concerne la mesure de la variation de la largeur du sillon mineur de I’ADN lorsque deux
molécules de distamycine Ay sont complexées. Pour pouvoir mesurer cette distance, I’ADN a
été marqué par un groupement 2’-fluoro-2’-deoxyuridine et par un phosphorothioate. La
distance mesurée entre les noyaux ‘°F et 3P de I’ADN libre est de 9,4 A et passe & 13,6 A
lorsque celle-ci est complexée a deux molécules de distamycine A [208]. Cependant,
I’inconvénient majeur réside essentiellement sur le fait que I’ajout de fluor sur les molécules

peut modifier la structure ou les mécanismes d’interactions entre molécules.
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Les expériences REDOR avec d’autres paires de spins comme C-*'p, N-*'p
permettent également d’obtenir des informations structurales importantes méme si les
distances mesurables sont plus faibles qu’avec le fluor. Par exemple, la mesure de distances
BN-'p au sein de I’ADN marqué uniformément en *N ont permis de déterminer la
conformation de I’ADN. En effet, Schaefer et ses collaborateurs ont montré que I’ADN
encapsidé au sein du bactériophage T4, était sous une conformation B. En effet, différencier
la forme A de la forme B de I’ADN est possible gréace a la différence de conformation du
sucre au sein des deux formes ce qui aboutit & des valeurs différentes de distances *'P-°N au
sein de I’ADN [211].

L’étude de I’interaction du peptide LAH, avec I’ADN a été réalisé dans un premier
temps par des expériences REDOR *C-*!P en marquant sélectivement les résidus alanine 6 et
alanine 13 en *Cp par synthése peptidique. Aucun de ces deux résidus n’a montré une
proximité avec les phosphates de I’ADN. Afin de ne pas continuer a  marquer
«aveuglément » le peptide par des isotopes en **N ou en *3C par synthése peptidique (ce qui
devient rapidement cher), il était nécessaire de produire le peptide chez E. coli pour pouvoir le
marquer uniformément en **N et/ou **C pour avoir une « vue globale » des résidus impliqués
dans I’interaction avec I’ADN. Deés lors que nous avons dispose du peptide marqué
uniformément, nous avons dans un premier temps testé les expériences REDOR sur ce
peptide afin de cibler les résidus participant a I’interaction, puis dans une deuxiéme partie
nous avons marqué spécifiqguement, un a un, les résidus impliqués dans I’interaction afin

d’obtenir la contribution de chacun d’eux dans I’interaction avec I’ADN.
6.2-Matériel et méthodes

6.2.1-Synthése peptidique

Les solvants organiques proviennent de Sigma-Aldrich (St-Louis, MO) et ont une

pureté supérieure a 99%.

Les peptides 3K KALL ALALH HLAHL ALHLA LALKK A (noté LAH,-K1) et
K BNCKCALL ALALH HLAHL ALHLA LALKK A (noté LAH4K2) ont été congus par
synthese peptidique en phase solide sur un synthétiseur automatique Millipore 9050. Dans un
premier temps, le peptide dépourvu des deux lysines du coté N-ter, a été synthétisé (Fmoc —
A)LL ALALH HLAHL ALHLA LALKK A sur une résine tentagel-R-RAM (RAPP Polymere
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GmbH, Tubingen, Allemagne) en utilisant des cycles standards de synthese avec un exces de
quatre fois en acides aminés (A, L, K et H) protégés par un groupement Fmoc (Merck,
Darmstadt, Allemagne). Une fois la synthése terminée, la résine a été placée dans un verre
frité et lavée avec de I’éthanol, de I’acide acétique et de I’éther. Avant d’incorporer les deux
lysines restantes, 300 mg de résine ont été clivées afin de s’assurer de la bonne séquence. Le
clivage a été réalisé dans une solution contenant 9,3 mL de TFA, 300 pL d’eau et 100 pL de
triéthylsilane sous agitation pendant 4 heures. Le peptide a été ensuite récupéré dans une
solution TFA/toluéne (50/50) (v/v). Le solvant a été évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif
(Blchi R-200) a 45 °C. Le peptide a été solubilisé dans de l'acide acétique et précipité dans
I'éther. Les tubes ont été centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes. Le culot contenant le
peptide a été finalement solubilisé dans de l'acide acétique 4 %, congelé dans de l'azote
liquide et mis a lyophiliser. Le peptide non purifié a été analysé par spectrométrie de masse.
Le spectre de masse MALDI-TOF a montré une masse de 2765,7 Da qui correspond a la
masse du peptide LAH,; dépourvu des deux lysines du c6té N-ter avec un groupement
protecteur Fmoc sur I’alanine du c6té N-ter. La quantité de résine a été alors divisée en deux
pour incorporer les deux acides aminées restant N-ter **M*“K K-CONH, ou Nter-K*N**¢K -
CONH,. La lysine marquée uniformément en °N et **C provient de EURISO-TOP (Saint
Aubin, France). Le reste de la synthése, le clivage de la résine et la récupération du peptide

non pur (LAH;-K1 et LAH4-K2 respectivement) ont été effectués comme précédemment.

Les peptides Nter-KKALL ALALH HLAHL ALHLA LALK®™N2CK A-CONH, et
Nter-KKALL ALALH HLAHL ALHLA LAL™NBCK K A-CONH; (LAH,-K25 et LAH,-
K24 respectivement) ont été également congus par synthese peptidique en phase solide sur un
synthétiseur automatique Millipore 9050 sur résine tentagel-R-RAM. Les peptides Fmoc-
KPVECK A et Fmoc-"""*“K KA ont d’abord été synthétisé en utilisant des cycles standards
de synthese. Afin d’obtenir les peptides LAH4-K24 et LAH4-K25, le reste des acides aminés a
été ajouté sur chaque résine. La résine a été traitée de la méme maniére que précédemment
jusqu’a obtention du peptide non pur. Tous les peptides non purifiés ont été analysés par

spectrométrie de masse avant purification.

Pour finir, les peptides LAH4-K1, LAH4-K2, LAH4-K24 et LAH4-K25 ont été purifiés
par HPLC (Bischoff Protonsil 300-5-C4) en utilisant un gradient de 10 a 80 % d’acétonitrile
dans 0,1 % TFA. Les peptides ont alors été collectés, le solvant évaporé. Chaque peptide a été

ensuite repris dans 4 % d’acide acétique et lyophilisé.
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6.2.2-Préparation des complexes P-LAH,ADN de sperme de saumon

pour la RMN du solide.

Les complexes d’ADN/LAH, sont généralement préparés en mélangeant une solution
de peptide avec une solution d’ADN [92]. Le mélange est ensuite centrifugé et le culot est
récupéré car il contient ces complexes. Pour étre sir que ce culot contient seulement des
peptides complexés a I’ADN et non également des molécules de peptides libres qui auraient
culoté a cause de la centrifugation, nous avons testé la présence de peptide dans le « culot »
apres centrifugation (10 000 g, 10 mn, 20 °C) d’une solution peptidique de LAH4 (2 mg/mL) a
pH= 5,5 (dans 10 mM de tampon acétate) et a pH= 7 (dans 10 mM de tampons Tris) sur gel
Tricine SDS-PAGE 16 %.

En effet, si le culot contient également des peptides libres, les distances que I’on va
mesurer entre les noyaux 3P de I’ADN et les noyaux N du peptide ne correspondront pas
aux distances au sein méme du complexe LAH4/ADN. Les resultats sont montrés sur la figure
6.2.

» S

Figure 6.2 : Gel Tricine SDS-PAGE 16 % : Colonne 1: surnageant de la solution peptidique
(2 mg/mL) LAH, & pH= 5,5 aprés centrifugation. Colonne 2 : culot de la solution peptidique
LAH, a pH= 5,5 aprés centrifugation. Colonne 3 : solution peptidique (2 mg/mL) LAH,; a pH=7.
Colonne 4: surnageant de la solution peptidique (2 mg/mL) LAH, a pH= 7 aprés centrifugation.

Colonne 5 : culot de la solution peptidique (2 mg/mL) LAH,4 a pH= 7 apreés centrifugation.

Les résultats de la figure 6.2 montrent qu’aprés centrifugation de la solution
peptidique pendant 10 min a 10 000 g , seule la solution peptidique a pH= 7 contient du

peptide libre dans le culot. Aprés centrifugation a pH= 5,5 on ne retrouve pas de peptide libre
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dans le «culot ». Nous avons ainsi préparé des échantillons de complexes ADN/LAH, en
utilisant une solution peptidique de 2 mg/mL a pH= 5,5 car la préparation des échantillons par
centrifugation est rapide et ne nécessite pas d’étapes supplémentaires pour separer les

complexes ADN/LAH, des peptides libres.

Ainsi, 14 mg de chacun des peptides (P-LAH, marqué uniformément en >N avec PM :
2915,3 Da et les quatre peptides LAH, marqués en *>N/*3C au niveau d’une lysine en position
1, 2, 24 ou 25 avec un PM : 2787,5 Da) ont été dissous dans 7 mL de 10 mM tampon acétate
pH= 5,5. Cing solutions d’ADN contenant chacune 20 mg d’ADN de sperme de saumon
(Fluka, Buchs, Suisse) ont été dissoutes dans 2 mL de 10 mM de tampon acétate pH= 5,5.
Chacune de ces solutions d’ADN a été ajoutée a chacune des solutions peptidiques, les
mélanges ont été laissés a temperature ambiante toute la nuit pour que les complexes se
forment. Chaque échantillon a alors été centrifugé pendant 10 min & 10 000 g a 20 °C. Le
dosage par HPLC du surnageant de chaque solution, aprés centrifugation, a montré que tout
le peptide se retrouve dans le culot. De méme pour I’ADN, I’absorbance a 260 nm du
surnageant de chaque solution a montre que tout I’ADN se retrouve dans le culot. Le culot de
chaque échantillon contient donc 4.10"° atomes de Phosphore pour 3.10*® molécules de
peptide soit 2 peptides pour 13 paires de bases. Les culots ont été congelés dans I’azote
liquide puis mis a lyophiliser. Avant de passer I’échantillon au spectrometre RMN, chaque

échantillon a été mis a hydrater a 93 % d”humidité.
6.2.3-Expériences REDOR N-*'p.

Toutes les expériences RMN ont été effectuées sur un spectrométre Bruker Avance
500, a I’aide d’une sonde triple BL3.2 DVT, opérant a une fréquence de 202,42 MHz pour le
$1p 50,67 MHz pour le **N et 500,03 MHz pour le *H. L échantillon a été mis dans un rotor
de 3,2 mm en rotation, avec une vitesse de 22000 Hz. La vitesse de rotation a été controlée

par I’unité pneumatique Bruker avec une stabilité de +/- 5 Hz.
Sur le composé modeéle :

Afin de s’assurer que les parameétres utilisés lors des expériences REDOR (vitesse de
rotation, puissance de découlpage...) permettent de mesurer des distances correctes entre les
noyaux N et 3P, nous avons d’abord réalisé les expériences REDOR sur un composé

modeéle : le diéthyl-N-phényl-phosphoramidate dont la distance entre le noyau °N et 3P est
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de 1,702 A [212]. La formule est représentée sur la figure 6.3. Ce composé est marqué en N

et a été fourni par le Dr Hologne (UMR 5180 Sciences Analytiques, Villeurbanne, France).

Figure 6.3 : Structure chimique du diéthyl-N-phényl-phosphoramidate.

Pour I’enregistrement du spectre >N-'H CP-MAS, la fenétre spectrale, le temps
d’acquisition, le temps de contact, le délai de recyclage et le nombre de scans valent 16,66 kHz,
92,2 ms, 1 ms, 10 s et 16 respectivement. Le spectre a été calibré sur **NH,Cl a 41,5 ppm. Pour le
spectre 3'P-'H CP-MAS la fenétre spectrale, le temps d’acquisition, le temps de contact, le délai
de recyclage et le nombre de scans valent 100 kHz, 15,4 ms, 650 s, 10 s et 8 respectivement. Le
spectre a été calibré sur HsPO, a 0 ppm. Avant transformation de Fourier une multiplication

exponentielle correspondant & un LB de 150 Hz a été appliquée sur les spectres.

Pour les expériences REDOR le noyau non observé est noté entre {} en accord avec la

nomenclature utilisée dans la littérature pour ce type d’expérience.

La séquence REDOR utilisée permet I’acquisition d’un point toutes les deux périodes
de rotor pour chaque paire de spectres (I’écho-complet (Sp) et I’écho-réduit (S)) avec 16
scans d’accumulation pour I’observation du noyau N (expérience REDOR de type °N-
{*'P}) et 8 scans pour I’observation du noyau *'P (expérience REDOR de type *P-{**N}).
Les pulses de 180° sur le *'P ont une durée de 4,3 ps (116 kHz) et de 9,52 ps sur le N (53
kHz). Le decouplage proton est de 78,12 kHz. L’expérience a été réalisée a 240 K.

Sur les complexes peptide/ADN :

Pour I’enregistrement des spectres *N-'H CP-MAS des complexes peptide/ADN, la

fenétre spectrale, le temps d’acquisition, le temps de contact et le délai de recyclage valent 16,66
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kHz, 15,4 ms, 1 ms et 800 ms respectivement. Les spectres ont été accumulés avec 2048 scans
pour le peptide marqué uniformément et 10240 scans pour les peptides marqués sur une position.
Les spectres ont été calibrés sur **NH,Cl & 41,5 ppm. Pour les spectres *'P-'H CP-MAS la fenétre
spectrale, le temps d’acquisition, le temps de contact et le délai de recyclage valent 100 kHz, 5,2
ms, 650 ps et 800 ms respectivement. Les spectres ont été accumulés avec 1024 scans et calibrés
sur HsPO, a 0 ppm. Avant transformation de Fourier une multiplication exponentielle

correspondant a un LB de 150 Hz a été appliquée sur tous les spectres.

Pour les échantillons marqués uniformément en N, I’expérience REDOR °N-{*!P} a
été réalisée pour 2, 60, 120, 230, 270, 300 et 350 périodes de rotor pour I’écho (So) et I’écho-
réduit (S) avec 2048 scans d’accumulations et I’expérience REDOR *'P-{"°N} a été réalisée
pour 2, 18, 32, 38, 64, 128, 192, 232 et 270 périodes de rotor pour I’écho (So) et I’écho-réduit

(S) avec 1024 scans d’accumulations. Le découplage proton est de 78,12 kHz.

Pour les échantillons marqués sur une seule lysine, I’expérience REDOR “N-{*!P} a
été réalisée pour 2, 100, 200, 300, 400 et 600 périodes de rotor pour chaque paire de
spectres : I’écho (So) et I’écho-réduit (S) avec 10240 scans pour 2 et 100 périodes de rotor et
20480 scans pour 200, 300, 400, et 600 périodes de rotor. Les expériences REDOR *'P{®*N},
I’expérience a été faite pour 2, 100, 200, 300, 400, 500 et 600 périodes de rotor pour I’écho et
Iécho-réduit avec 1024 scans d’accumulations. Les pulses de 180° sur le 3'P ont une durée
de 4 ps (125 kHz) et de 9,26 ps sur le °N (54 kHz). Le découplage proton est de 78,12 kHz.
Toutes les expériences ont été réalisées a 240 K.

Réalisation des courbes REDOR expérimentales :

Les courbes de déphasage REDOR ont été obtenues en intégrant les signaux des
spectres correspondant a I’écho-réduite et les signaux des spectres correspondant a I’écho-
complet. Avant de mesurer les valeurs des intégrales correspondantes, les spectres S et Sy ont

éte traités de la méme fagon pour la phase et la ligne de base.

Pour le composé modele, les courbes REDOR N-{31P} et *'P-{"*N} ont été réalisées
en calculant le rapport S/Sy correspondant au rapport des deux intégrales provenant du signal
du spectre d’écho-complet (S) et du signal du spectre d’écho-réduit (So), toutes les deux

périodes de rotor.

Les courbes REDOR Ne-K-{*'P}, permettent de mettre en évidence la proximité des

noyaux >N de la chaine latérale des lysines avec les phosphores de I’ADN. Cette courbe
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REDOR a été obtenue de la facon suivante : le signal a 30 ppm du spectre correspondant a
I’écho-réduit ainsi que le signal autour de 30 ppm du spectre correspondant a I’écho-complet
ont éteé intégré de facon manuelle avec le logiciel TOPSPIN. Le rapport des deux intégrales a

été calculé en fonction du temps de I’évolution dipolaire.

Les courbes REDOR *NH-K-{*'P}, permettent de mettre en évidence la proximité des
noyaux *>NH des lysines avec les phosphores de I’ADN. La courbe a été obtenue de la méme
maniére que précédement mais en intégrant les signaux provenant des noyaux “NH des

liaisons amides autour de 120 ppm.

Les courbes de déphasages REDOR >*'P-{">N} expérimentales lorsque I’on observe les
noyaux *'P ont été réalisées en intégrant la totalité du signal en 3P ('y compris les bandes de

rotation) des spectres d’écho-réduit et des spectres d’écho complet.

Les barres d’erreurs sur les valeurs de S/Sg, notées es/so ont été calculés a partir des
valeurs du rapport signal/bruit (S/B) des spectres S et Sp de la fagon suivantes :

e5/50=(S/S0) (e5° + £50°) /2, ol € pour chaque spectre vaut 1/(S/B) [213].
Réalisation des courbes de déphasage REDOR simulées :

Les courbes de déphasage REDOR simulées sont réalisées a partir du logiciel
SIMPSON/SIMMOL [136]. Le calcul des courbes a été réalisé pour une paire de spins isolés
N-3'p, en imposant une fréquence de rotation & I’angle magique de 22000 Hz & partir du

fichier cristallographique rep2000.
6.3-Résultats et discussions

6.3.1-Mesure des distances °N-*'P par REDOR sur le diéthyl-N-phényl-

phosphoramidate :

La figure 6.4 montre le spectre °N en rotation & I’angle magique (22000 Hz) du
diéthyl-N-phényl-phosphoramidate. Le spectre RMN montre un signal autour de 90 ppm

correspondant au déplacement chimique du noyau *N.
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Figure 6.4 : Spectre N découplé *H en rotation & I’angle magique (22000 Hz) du
diéthyl-N-phényl-phosphoramidate marqué en N. Le spectre est le résultat de

I’accumulation de 16 scans.

La figure 6.5 montre le spectre **P du diéthyl-N-phényl-phosphoramidate avec un

signal autour de 15 ppm et des bandes de rotation tous les 22 kHz.
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Figure 6.5: Spectre *!P découplé 'H en rotation & I’angle magique (22000 Hz) du
diéthyl-N-phényl-phosphoramidate. Le spectre est le résultat de I’accumulation de 8

scans.
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La figure 6.6 montre la courbe REDOR *'P-{**N} (croix bleues) et la courbe REDOR
BN-{#P} (ronds rouges) obtenues experimentalement  pour le diéthyl-N-phényl-
phosphoramidate. Les deux courbes experimentales se rapprochent le mieux de la courbe
REDOR simulée correspondant & une paire de spins isolés **N-3'P distants de 1,7 A. Ces
résultats sont en accord avec les longueurs de liaisons **N-'P correspondant & ce composé
[209].

Ces résultats montrent que les distances mesurées entre les noyaux °N et 3P par des
expériences REDOR, en tournant I’échantillon a 22000 Hz avec un découplage proton de
78,12 kHz, sont correctes aussi bien quand on observe le noyau **N que quand on observe le
noyau *!P. En effet, réaliser des expériences REDOR & des hautes vitesses de rotation, comme
ici @ 22000 Hz est interessant, car plus la vitesse de rotation est élevée plus on aura des points
proches en temps sur la courbe REDOR et plus les distances mesurées seront précises. De

plus, ceci est particulierement interessant pour la mesure de grandes valeurs de constante de

couplage.
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Figure 6.6 : Courbes REDOR N-{*'P} et *'P-{*®N} expérimentales (ronds rouges et
croix bleues respectivement) et simulés (pointillés) pour une paire de spins isolés >N-3'p

pour la molécule de diéthyl-N-phényl-phosphoramidate.
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Désormais il est possible d’appliquer ces expériences sur les complexes LAH4,/ADN.

6.3.2-Etudes des interactions ADN/P-LAH, avec le peptide marqué

uniformément en N :

La figure 6.7 montre le spectre >N en rotation & I’angle magique du peptide P-LAH,
complexé a de I’ADN de sperme de saumon a pH= 5,5. Sur ce spectre on distingue 3 pics: un
pic autour de 120 ppm, un pic autour de 35 ppm et le troisieme autour de 180 ppm. Le pic
autour de 120 ppm correspond au signal provenant des noyaux azotes du groupement amide
(NH) du peptide. Le pic & 35 ppm correspond au déplacement chimique isotrope des noyaux
Ne des chaines latérales des quatre lysines du peptide. Le pic & 180 ppm correspond au
déplacement chimique isotrope des noyaux >N des quatre chaines latérales des histidines. Les
pics étant bien distincts, on peut donc enregistrer des spectres REDOR afin de déterminer

quels sont les résidus histidines et/ou lysines impliqués dans I’interaction avec I’ADN.
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Figure 6.7 : Spectre N découplé 'H en rotation & I’angle magique (22000 Hz) du
peptide P-LAH,, marqué uniformément en N, complexé & I’ADN de sperme de

saumon. Le spectre est le résultat de I’accumulation de 2048 scans.
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La figure 6.8 montre quant a elle le spectre *'P en rotation & I’angle magique du
complexe. Sur ce spectre on observe un pic autour de 0 ppm qui correspond aux noyaux >'p

de I’ADN avec des bandes de rotation tous les 22 kHz.
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Figure 6.8 : Spectre *'P découplé 'H en rotation & I’angle magique (22000 Hz) de I’ADN
de sperme de saumon complexé au peptide P-LAH,. Le spectre est le résultat de

I’accumulation de 1024 scans.

Afin de voir si les chaines latérales des résidus lysines et/ou des résidus histidines sont
impliquées dans la complexation du peptide P-LAH,4 avec I’ADN, nous avons entrepris des
expériences REDOR de type N-{*'P} et *P-{"®*N}. L’expérience REDOR “*N-{*!P}, ou
I’on observe les noyaux *°N, permet de voir quels sont les noyaux N (de type amide, *°Ne
des lysines ou ®N&1 / *Ne2 des histidines) qui se trouvent & proximité des phosphates de
I’ADN. La figure 6.9 montre les spectres >N de I’écho-complet et de I’écho-réduit de
I’expérience REDOR *N-{*'P} aprés 11,62 ms de temps d’évolution de I’interaction
dipolaire. Une diminution du signal (écho-réduit) est seulement observée pour le pic a 35 ppm
ce qui signifie qu’un certain nombre de noyaux *>Ne- lysine sont & proximités des phosphores
de ’ADN. Les résultats indiquent aussi que les chaines latérales des histidines a pH= 5,5 ne

se trouvent pas a proximité des phosphates de I’ADN.
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Figure 6.9 : Spectres REDOR *N-{*'P} du peptide P-LAH,, marqué uniformément en

N, complexé & I’ADN de sperme de saumon aprés 256 périodes de rotor (22000 Hz) soit

11,62 ms de temps d’évolution dipolaire. Le spectre correspondant a I’écho-complet est

montré en noir et celui correspondant a I’écho réduit est représenté en pointillés rouges.

Les spectres sont le résultat de I’accumulation de 2048 scans.
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D’autre part, la proximité des noyaux >N du peptide par rapport aux noyaux >'P de
I”’ADN est également visualisée par une expérience de type REDOR 'P-{"*N}, ou cette fois
on observe les noyaux *'P. La figure 6.10 montre les spectres *'P de I’écho-complet et de
I’écho réduit de I’expérience REDOR *'P-{"*N} du peptide P-LAH,, marqué uniformément
en N, complexé & I’ADN de sperme de saumon aprés 11,62 ms de temps d’évolution
dipolaire. On observe une diminution du signal pour le pic situé a environ -10 ppm ainsi que

pour les bandes de rotation a -120 ppm et 100 ppm.

120 100 80 -80 -100 -120
= | | | | | | | | |
200 100 0 -100 -200
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Figure 6.10 : Spectres REDOR®'P-{* N}, enregistrés a 22000 Hz, du peptide P-LAH.,
marqué uniformément en N, complexé a I’ADN de sperme de saumon. Le spectre
correspondant a I’écho-complet est montré en noir et celui correspondant a I’écho réduit
est représenté en pointillés rouge et correspond au signal obtenu apres 11,62 ms
d’evolution dipolaire (soit 256 périodes de rotor). Les spectres sont le résultat de

I’accumulation de 1024 scans. Les astérisques représentent les bandes de rotation.
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La figure 6.11 montre les courbes REDOR obtenues expérimentalement. La courbe
REDOR expérimentale °Ne-lysines-{*'P} est obtenue en intégrant uniquement le signal
provenant des quatre chaines latérales des lysines. La courbe REDOR expérimentale *'P-
{**N} provient de la diminution du signal provenant des résidus phosphore de I’ADN. Ces
deux courbes se rapprochent le mieux des courbes REDOR théoriques correspondant a une
paire de spin isolés *°N-'P distants de 5,5 A pour les chaines latérales des lysines et de 4 A

pour les phosphores.

+ courbe REDOR expérimentale 1>Ne-lysines -{3'P}
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Figure 6.11 : Courbes REDOR “N-{*'P} et *'P-{**N} expérimentales pour le peptide P-
LAH; marqué uniformément en °N et complexé & I’ADN de sperme de saumon, et
simulés pour une paire de spins isolés °N-3'P, en fonction du temps d’évolution
dipolaire. La courbe REDOR expérimentale °N-{*P} représente uniquement la

diminution du signal provenant des quatre chaines latérales des lysines du peptide.

Les résultats montrent que la distance moyenne entre les quatre chaines latérales des
lysines et les phosphores de I’ADN est de 5,5 A. D’autre part, on observe des distances
différentes en fonction du noyau observé. En effet, on mesure une distance plus courte lorsque

I’on observe le noyau phosphore que lorsque I’on observe le noyau azote des chaines latérales
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des lysines. Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que I’on se trouve dans un systeme
multispins [133], ou plusieurs noyaux >N sont proches d’un noyau *'P. En effet, comme le
peptide est marqué uniformément en N, un noyau *'P pourrait se trouver & proximité de
plusieurs noyaux **N. Il pourrait étre voisins par exemple de noyaux *°Ne des lysines K1, K2,

K24 ou K25 ou encore proche a la fois de noyaux >NH et de noyaux **Ne des résidus lysines.

Les expériences REDOR réalisées sur le peptide P-LAH, marqué uniformément en °N
nous ont permis de montrer que des noyaux “°Ne de résidus lysines étaient proches des
noyaux phosphores de I’ADN. Cependant on ne sait pas si ce sont tous les résidus lysines ou
seulement certains qui sont proches des phosphores de I’ADN. Ainsi, nous avons marqué
sélectivement les résidus lysines 1, 2, 24 et 25 en C et en N et préparé également les
complexes LAH,-ADN a pH= 5,5 dans le but de déterminer quels sont les résidus lysines
proches des phosphores de I’ADN.

6.3.3-Etudes des interactions ADN/LAH, avec le peptide marqué

specifiquement sur une lysine a la fois.

La figure 6.12 montre les spectres *°N en rotation & I’angle magique des complexes
ADN/LAH;, lorsque le peptide est marqué en *>N/*3C sur la lysine 1 (A), sur la lysine 2 (B),
sur la lysine 24 (C) ou encore sur la lysine 25 (D). Pour les spectres B, C et D on observe 2
pics. Un pic autour de 35 ppm correspondant au pic isotrope du *°N de la chaine latérale de la
lysine 2, 24 et 25. On observe aussi un pic autour de 120 ppm qui correspond au N de la
liaison amide des résidus lysine 2, 24 et 25 respectivement. Par contre sur le spectre A on
observe seulement un pic autour de 35 ppm. En effet, la lysine 1 étant le premier acide aminé
de la séquence le **N ne participe pas a la formation d’une liaison amide. L’extrémité N-ter
est sous forme NHj3". Ce pic est plus large (+ 7 ppm) par rapport aux autres spectres B, C, D.

Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le signal autour de 35 ppm correspond au signal des
i .y : 15 —
noyaux “°Ne de la lysine 1 mais également au signal des noyaux ~~ N provenant de I’extrémité

N-ter du peptide LAH,.

172



15N H3+

I5N-¢

.

i

200 150 100 50

o

5NH N-¢

3

i

200 150 100 S0

o

c 15NH
N-g

—

1

200 150 100 50 0
D
15N H
N-g
T T T T 1
200 150 100 50 0

Figure 6.12 : Spectres >N-'H CP-MAS du peptide LAH4-K1 (A), LAH4-K2 (B), LAH,-
K24 (C) et LAH4-K25 (D).
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6.3.3.1-Contacts entre les noyaux *N-lysine et les noyaux *'P de I’ADN pour les résidus
K1 du peptide LAH, a pH=5,5.

La figure 6.13 représente les courbes REDOR **N-{*'P} (on observe le noyau *°N) et
$1p_{5N} (on observe le noyau *'P) obtenues lorsque seulement la lysine 1 du peptide est

marquée en °N.
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Figure 6.13: Courbes REDOR *N-{*'P} et *'P-{**N} du peptide LAH, marqué en N au
niveau de la lysine 1 et complexé a I’ADN de sperme de saumon, en fonction du temps

d’evolution dipolaire.

La courbe REDOR N-{*'P}, en observant le noyau °N, obtenue pour le peptide
marqué en *°N au niveau de la lysine 1, ne montre pas de diminution du signal en **N en
fonction du temps d’évolution dipolaire ce qui laisserait penser que les noyaux °N de cette
lysine ne sont pas proches des phosphores de I’ADN. Cependant, lorsque I’on observe le
noyau 3P, la courbe REDOR décroit jusqu’a O et se rapproche de la courbe REDOR simulée
pour une paire de spins >N-*!P distants de 4,6 A. Cela signifie que 100 % des noyaux *'P
(observés) sont proches des noyaux N de la lysine 1. Ces résultats semblent contradictoires
car si un noyau *'P est proche d’un noyau N alors on devrait également observer la

proximité des noyaux *°N par rapport aux noyaux *'P au niveau de la courbe REDOR °N-

{31P}.

174



L’hypothése la plus simple serait que I’on se trouve avec un excés de noyaux N,
mais cette hypothése n’est pas valide car dans nos conditions expérimentales nous avons

6.10"® noyaux "N (pour le peptide marqué au niveau de la lysine 1) pour 4.10* noyaux *'P.

Un point important & rappeler également est que le spectre >N CP-MAS du peptide
LAH,; marqué au niveau de la lysine 1 de la figure 6.12, montre que les signaux RMN des
noyaux “°NHs" de I’extrémité terminale du peptide et des noyaux **Ne, s’ ils sont présents, ne

sont pas distincts.

Une autre hypothése qui pourrait expliquer ces résultats contradictoires serait que le
signal en N sur le spectre RMN **N du peptide LAH, marqué au niveau de la lysine 1 et
complexé & I’ADN, corresponde uniquement au signal d’un seul type de noyaux *°N : *°NH;"
(extrémité terminale) ou les noyaux Ne (chaine latérale). En effet, le délai de recyclage
utilisé lors de I’enregistrement des spectres REDOR “°N-{*!P} est de 800 ms. Il est possible
que ce temps de recyclage soit trop court pour pouvoir observer I’effet de certains noyaux
N. Cependant, comme on observe les noyaux *>Ne de la chaine latérale de la lysine sur les
autres échantillons alors on pourrait penser que ce sont les noyaux **Ne qui sont visibles sur le
spectre RMN. Si le signal de noyaux "NHs" est absent, sachant qu’on n’observe pas de
déphasage en ®N sur la courbe REDOR, cela voudrait dire que les noyaux *NHs;* de
I’extrémité N-terminale du peptide seraient proches des phosphores de I’ADN et non les

noyaux “Ne.

Cependant, si le signal RMN en N visible sur le spectre RMN CP-MAS provient des
noyaux >NHs" de I’extrémité terminale mais également des noyaux *°Ne alors les résultats

obtenus indiqueraient que les noyaux N de la lysine 1 (**NH*" et °Ne¢) ne sont pas proches

des phosphores de I’ADN et qu’il y a un probléme sur les résultats obtenus.

Pour conclure, ces résultats ne permettent pas de déterminer quels sont les noyaux
N de la lysine 1 (**NH*" ou **Ng, ou encore >NH*" et °Ne)  qui se trouvent & proximité
des phosphores de I’ADN.

Toutes ces hypotheses montrent I'importance de savoir a quel(s) noyau(x)
correspond(ent) exactement le signal RMN du spectre >N CP-MAS du peptide marqué au
niveau de la lysine 1. Sachant que la lysine est également marquée uniformément en *C, nous
avons envisagé d’enregistrer des expériences 2D *°N-'*C qui permettrait de distinguer les

noyaux ">NHs" des noyaux “°Ne.
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6.3.3.2-Contacts entre les noyaux *N-lysine et les noyaux *'P de I’ADN pour les résidus
K2 du peptide LAH, a pH=5,5.

La figure 6.14 représente les courbes REDOR *N-{*!P} et *'P-{**N} obtenues lorsque

seulement la lysine 2 du peptide est marquée en *°N.
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Figure 6.14: Courbes REDOR “N-{*!P} et *P-{**N} du peptide LAH, marqué en N au
niveau de la lysine 2 et complexé a I’ADN de sperme de saumon, en fonction du temps

d’évolution dipolaire.

La figure 6.14 montre que le signal en *>Ne-K2 diminue au cours du temps et atteint la
valeur de 0 apres 15 ms. Cette courbe de déphasage est trés proche de la courbe de simulation
REDOR pour une paire de spins isolés *N-°!P distants de 4 A. Nous pouvons donc en
conclure que les noyaux *Ne-K2 sont en contacts avec les noyaux *'P des phosphates de
I”’ADN. De plus, le fait que la courbe REDOR expérimentale descende jusqu’a O prouve que
100 % des noyaux °N (observés) de la chaine latérale des lysines en position 2 sont proches

des phosphates de I’ADN et qu’ils agissent par I’intermédiaire d’interactions électrostatiques.

Lorsque I’on observe cette fois ci les noyaux *'P, la courbe REDOR montre des

distances entre les noyaux *'P et les noyaux °N des lysines de 5,5 A. Nous avons mesuré des

distances plus courtes en observant les noyaux *Ne (4 A) qu’en observant les noyaux *'P.
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Ceci pourrait s’expliquer par le fait que tous les phosphores ne sont pas proches de noyaux
>N ou encore qu’en observant les noyaux *'P, on mesure les interactions dipolaires existantes
non seulement entre les paires de spins **P-°Ne mais également entre les paires de spins *'P-
NH de la liaison amide. En effet, la courbe REDOR *N-{*'P} obtenue en observant
uniquement les noyaux *NH donne des distances entre les noyaux *NH et *'P de I’ordre de 5
A. De plus & 27 ms la courbe REDOR *N-{*'P} pour les noyaux **NH descend pour
atteindre la valeur de 0,35 (+/- 0,07), ce qui signifie qu’au moins 65 % (+/- 7%) des noyaux
>NH de la lysine 2 sont proches des phosphores de I’ADN. De méme la courbe REDOR 3'P-
{*N} descend pour atteindre la valeur de 0,4 (+/- 0,07), ce qui signifie qu’au moins 60 %
(+/- 7%) des phosphores sont proches de I’ADN. Les résultats obtenus ne permettent pas de
savoir si 100 % des phosphores ou 100 % des noyaux *°NH sont proches car les courbes
simulées (5 et 5,5 A) pour lesquelles les courbes REDOR se rapprochent ne descendent pas
encore & 0 apres 27 ms d’évolution dipolaire. De plus, le parametre limitant dans
I’enregistrement des courbes REDOR est le temps de relaxation transversale T, du noyau
observé. En effet, plus le T2 est long plus on pourra obtenir des courbes REDOR plus loin en
temps. Pour nos échantillons, il n’y a plus de signal en >N pour les spectres d’écho complet

apres 30 ms d’évolution.

6.3.3.3-Contacts entre les noyaux >N-lysine et les noyaux *'P de I’ADN pour les
résidus K24 du peptide LAH, a pH=5,5.

La figure 6.15 représente les courbes REDOR N-{*'P} et *'P-{*N} obtenues lorsque
seulement la lysine 24 du peptide est marquée en *°N.
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& courbe REDOR expérimentale 1’Ng-{3!P} du résidu K24
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Figure 6.15: Courbes REDOR “N-{*'P} et *P-{**N} du peptide LAH4 marqué en °N au
niveau de la lysine 24 et complexé a I’ADN de sperme de saumon, en fonction du temps

d’évolution dipolaire.

Pour les noyaux °Ne-K24 les résultats sont similaires & ceux obtenus pour les noyaux
Ne-K2. En effet, on obtient également une courbe de déphasage semblable et qui se
rapproche de la courbe de simulation REDOR pour une paire de spins isolés **N-*'P dont les
noyaux sont distants de 4 A. La courbe REDOR atteint un minimum de 0,1 (+/- 0,017) apres
25 ms d’évolution dipolaire ce qui montre qu’au moins 90 % (+/- 1,7%) des noyaux *Ne-K

24 sont proches des phosphores de I’ADN.

La courbe REDOR *P-{**N} se rapproche le mieux de la courbe REDOR simulée
dont les noyaux *'P-'°N sont distants de 6 A. Cette distance est supérieure a la distance
observée entre le noyau *Ne et *'P qui est de 4 A. Comme précédemment cela s’expliquerait
par le fait que les noyaux 3P sont proches des noyaux *°Ne mais également des noyaux
NH. En effet, la courbe REDOR obtenue lorsque I’on observe le noyau >NH montre que ces
noyaux sont également proches des 3'P avec des distances proches de 7 A et donc supérieures

a celles observées pour les noyaux “Ne.
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6.3.3.4-Contacts entre les noyaux *N-lysine et les noyaux *'P de I’ADN pour les résidus
K25 du peptide LAH4 a pH=5,5.

La figure 6.16 représente les courbes REDOR N-{*'P} et *'P-{®N} obtenues lorsque

seulement la lysine 25 du peptide est marquée en N

& courbe REDOR expérimentale >Ng-{3'P} du résidu K25
@ courbe REDOR expérimentale 31P-{1*N} du résidu K25

€ courbe REDOR expérimentale SNH-{31P} du résidu K25
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Figure 6.16: Courbes REDOR “N-{*'P} et *P-{**"N} du peptide LAH4 marqué en °N au
niveau de la lysine 25 et complexé a I’ADN de sperme de saumon, en fonction du temps

d’évolution dipolaire.

Pour les noyaux °Ne-lysine 25, la courbe de déphasage REDOR suit la courbe de
simulation REDOR de 5 A pour une paire isolée jusqu’a environ 15 ms d’évolution dipolaire
puis elle s’en éloigne. Le fait que la courbe REDOR expérimentale s’éloigne de la courbe
simulée apres 15 ms pour atteindre la valeur de 0,6, (+/- 0,017) nous permet de conclure cette
fois ci que seulement 40 % (+/- 1,7%) des noyaux “°Ne des lysines 25 sont en contact avec
les phosphores de I’ ADN. Pour le résidu K25, on observe une distance moyenne de 7 A entre
les noyaux *'P et les noyaux °N. Les noyaux *°NH sont également & proximité des noyaux *'P

avec une distance moyenne de 7 A.
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6.4) Discussions

6.4.1) Etudes des interactions ADN/P-LAH, avec le peptide marqué

uniformément en N.

Dans un premier temps, nous avons enregistré les expériences REDOR N-{3'P} et
$1p_{N} sur le peptide marqué uniformément en *°N pour cibler les résidus en interaction
avec les phosphates de I’ADN. Ces expériences nous ont montrés qu’a pH= 5,5 dans des
conditions expérimentales ou nous avions 2 peptides pour 13 paires de bases, seules les
chaines latérales des lysines sont proches des phosphores de I’ADN. En effet, les chaines
latérales, chargées positivement, des histidines ne sont pas a proximité des phosphates de
I’ADN, contrairement aux histones, ou tous les résidus chargés positivement (arginine,
lysine et histidine) sont impliqués dans la structuration de I’ADN sous forme de nucléosome
[214]. D’autre part, Tsyr-Yan Yu et Schaefer [208] ont étudiés les interactions qui étaient
impliquées dans I’encapsidation de I’ADN du bactériphage T4 également par des expériences
REDOR “N-{*'P}. Ils ont montrés que seules les chaines latérales des lysines des protéines
internes (IPs) étaient impliquées dans I’interaction avec les phosphates de I’ADN, et non les
histidines ou les arginines qui sont également présents dans la protéine. Une question reste
alors en suspens a savoir pourquoi les chaines latérales des histidines ne participent pas
activement aux interactions électrostatiques avec les phosphores de I’ADN comme les

lysines?

Lorsque I’on observe les noyaux °Ne des quatre lysines lors des expériences REDOR,
la distance moyenne obtenue entre les noyaux °'P et les noyaux °N-¢ lysine est de 5,5 A. Par
contre lorsque I’on observe les noyaux *'P, on trouve une distance moyenne plus courte valant
4 A. Ces données montrent qu’il y a plusieurs noyaux >N autour d’un noyau *'P ou encore
que les quatre lysines ne sont pas impliquées de facon égale dans I’interaction avec I’ADN.
Les interactions électrostatiques sont importantes dans la condensation de I’ADN par le
peptide LAH, et elles sont également présentes aprés acidification de I’endosome. Ces

résultats sont en accords avec les résultats obtenus par ITC [92].
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6.4.2) Etudes des interactions ADN/LAH, avec le peptide marqué

specifiquement sur une lysine a la fois.

Afin d’obtenir la contribution individuelle des quatre lysines séparément, nous avons
marqué le peptide sélectivement, par synthese peptidique, sur un résidu lysine a la fois. Le
tableau 6.2 résume les distances obtenues entre les noyaux >N-*'P pour chaque résidu K1,
K2, K24 et K25 du peptide LAH, ainsi que pour le peptide P-LAH4 marqué uniformément en
>N, en fonction du noyau observé lors des expériences REDOR. Les valeurs données entre
parenthéses indiquent le pourcentage de noyaux °N (observés) proches des noyaux *'P de

I’ADN (et inversement) qui ont pu étre déterminé par REDOR.

. P-LAH4 Lysine Lysine | Lysine Lysine
Noyau observé 1 5 o4 o5
. 55A 4 A 4 A 5A
>Ne (signal autour de 30 ppm) (100%) | (90%) | (40 %)
>NH (signal autour de 120 5 A 7 A 7A
ppm) X X
31 4 4,6
P (100 %) 55A 6 A 7A

Tableau 6.2 : Tableau résumant les distances obtenues entre les noyaux *N-3'P pour
chaque residu K1, K2, K24 et K25 du peptide LAH, ainsi que pour le peptide P-LAH4
marqué uniformément en N, en fonction du noyau observé lors des expériences
REDOR et le pourcentage des noyaux °N (observés) proches des noyaux *'P (et

inversement).

Cependant, les échantillons ne sont pas composés de paires de spins isolés. Ainsi, les
distances mesurées sont a prendre avec beaucoup de précaution car on se trouve dans un
systéme multispins avec la possibilité d’avoir une distribution de distances *N-*'P, ce qui
rend les interprétations encore plus difficile. Cela nous a quand méme permis de détecter la

proximité de certains noyaux >N du peptide envers les phosphates de I’ ADN.

Les résultats obtenus montrent que tous les noyaux *'P observés sont proches de
noyaux °N de la lysine 1. Nous avons cependant un probléme en ce qui concerne les résultats
de la courbe REDOR *N-{3'P} car on n’observe aucun déphasage contrairement & la courbe

REDOR *P-{**N}. Nos résultats ne nous permettent pas dire quels sont les noyaux *°N de la
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lysine qui sont proches des noyaux *'P de I’ADN. Pour cela, des expériences 2D **N-3C sont
nécessaires afin d’obtenir les déplacements chimiques des noyaux *Ne et ®®NHs* du résidu
lysine 1. De plus, nous avons choisi de marqué sélectivement un résidu lysine sur le peptide
LAH, et non sur le peptide P-LAH,4. Si nous avions continué le marquage sélectif sur le
peptide P-LAH,4 nous n’aurions pas eu de probléme concernant la premiére lysine car sur le
peptide P-LAH,, cette lysine se serait trouvée en position 2 et on aurait pu observer sur le
spectre >N deux signaux différents correspondant aux noyaux >NH et I’autre aux noyaux
>Ne. De plus, le fait que 100 % des noyaux *'P sont proches de la lysine 1, sachant que I’on a
2 peptides /13 paires de bases (soit une lysine 1 pour 13 noyaux *!P) laisse suggérer que
I’ADN est sous forme compacte pour permettre la proximité de 13 noyaux *'P envers un

résidu lysine 1.

D’autre part, les noyaux “°Ne des lysines 2 et des lysines 24 sont plus nombreux & étre
impliqués dans la complexation de I’ ADN que les noyaux >N des lysines 25 (100 % et 90 %
contre 40 %). Ainsi, si I’on considere une hélice o parfaite, ces deux résidus se trouvent du

méme cbté du peptide (figure 6.17).

K25

Figure 6.17 : Structure en hélice o du peptide LAH, mettant en évidence les chaines
latérales chargées positivement (lysines et histidines). Les chaines latérales des lysines 2
et 24 sont représentés sous forme de sphére se trouvent du méme coté de I’hélice. Elles
participent de facon active a I’interaction avec I’ADN par I’intermédiaire d’interactions

électrostatiques.
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Les résultats des expériences REDOR nous informent que le peptide agit par ces deux
extrémités via les chaines latérales des lysines. Nous pouvons donc suggérer deux modeles
d’interaction, dans le cas ou le peptide aurait une conformation en hélice o y compris a ses
extrémités. Dans le premier modele, les deux extrémités K2 et K24 du peptide interagissent
sur un court segment d’ADN correspondant a la longueur du peptide (figure 6.18-A). Dans
I’autre modele (figure 6.18-B), une extrémité se lie a un brin d’ADN et I’autre extrémité peut
se lier plus loin sur le méme brin d’ADN permettant ainsi la compaction de I’ADN, ou encore
celle-ci pourrait se lier & un autre brin d’ADN. Le premier modele imposerait une proximité
des chaines latérales des histidines. Or nous n’avons pas observé de contact étroit entre les
chaines latérales des histidines et les phosphates de I’ADN. Ce modéle semble donc peu

probable. Par contre, le deuxieme modeéle correspondrait mieux avec les résultats obtenus.

Figure 6.18 : Deux modeéles possibles pouvant expliquer I’interaction du peptide avec

I”’ADN via les chaines latérales de ses résidus lysines localisées a ses extrémités.
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Nous avons également montré la proximité des noyaux >Ne-K2 envers les noyaux *'P
de I’ADN. De plus, il semble que les noyaux >NH sont également proches des noyaux *'P.
Cela peut étre la conséquence de la proximité des noyaux *!P envers les noyaux *°Ne. En
effet, la distance maximale entre le noyau Ne et le noyau NH au sein d’une lysine dans le

nucléosome par exemple (PDB= 1A0I) est de 7,6 A.

Les données obtenues nous permettent d’exclure le modele A présenté sur la figure
6.19. En effet, sur ce modéle la chaine latérale de la lysine 2 est positionnée de fagon a ce que
le noyau °>NH de la lysine 2 est éloigné du brin d’ADN. Or, nous avons vu précédemment
que la distance entre les noyaux Ne et NH au sein d’un résidu lysine est de 7,6 A. Ainsi, le
modéle A de la figure 6.19 donnerait des distances entre les noyaux *'P et *®NH supérieur & 5
A. Sur I’autre modéle (figure 6.19-B) la chaine latérale de la lysine 2 est positionnée le long
du brin d’ADN permettant ainsi aux phosphores d’étre en contact avec les noyaux *Ne-K2 et
NH-K2 & la fois. De plus, dans ce modéle I’extrémité NHs" du peptide peut également se
trouver & proximité des noyaux *'P, ce qui peut expliquer une distance de 4 A quand on
mesurait les contacts existants entre les paires de spins *'P-">N-K1 en observant le noyau

phosphore.
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B . : L BNeKl

Figure 6.19 : Le modéle A nous montre que le positionnement de la chaine latérale de la
lysine 2 par rapport aux phosphores de I’ADN, ne permet pas de justifier les distances
obtenues entre les noyaux **Ne-K2-*!P et les noyaux **NH-*!'P. Par contre, le modéle B
montre que la position de la chaine latérale de la lysine 2 par rapport aux phosphores de

I’ADN permet d’expliquer les distances mesurées par les expériences REDOR.

Nous avons aussi montré que les résidus K24 et K2 avaient le méme comportement
vis-a-vis des interactions avec les phosphores de I’ADN et que ces deux résidus se trouvent du
méme coté du peptide LAH,4. Donc on pourrait supposer que la lysine 24 se positionne de la
méme fagon que ce que nous venons de décrire pour la lysine 2 mais avec une distance plus
grande entre les paires de spins **NH-K24-3P (7 A au lieu de 5 A pour *°NH-K2-*'P). D autre
part les résultats des expériences REDOR montrent également la proximité de certains résidus

lysine 25 (40 %) par rapport aux phosphores de I’ADN. La proximité des noyaux *'P envers
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40 % des noyaux *°Ne de la lysine 25 pourrait également étre la conséquence de la proximité

des noyaux °Ne-K24 envers les *'P.

Il est cependant important de noter que les renseignements obtenus par les expériences
REDOR ne nous permettent pas de proposer un modele unique d’interaction entre le peptide
et I’ADN mais ils nous ont permis d’exclure le modéle de la figure 6.18-A ou les résidus
histidines seraient proches des phosphores de I’ADN. D’autre part, on ne sait pas si les
extrémités du peptide sont structurées également en hélice o. La figure 6.20 montre donc un
des modeles d’interaction possible du peptide LAH,4 avec I’ADN a partir de I’ensemble des

données obtenues par les expériences REDOR.

A

15Ng-K25

[ histidines
: =
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15Ne-K24

15Ne-K2

Figure 6.20 : Modeéle d’interaction du peptide LAH, avec les phosphores de I’ADN via
les chaines latérales des lysines a partir des distances mesurées par les expériences
REDOR.
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6.5) Conclusions

Les peptides cationiques sont souvent utilisés pour neutraliser les charges négatives et
condenser I’ADN en formant des tores ou encore des structures sous forme de batonnets
[215]. Le peptide LAH, posséde, en effet, quatre lysines chargées a pH= 7. Par contre, a pH=
5, avec la protonation des quatre chaines latérales des histidines, la charge du peptide passe a
+9. Ainsi, le peptide est capable d’interagir avec I’ADN aux deux pH, par I’intermédiaire
d’interactions électrostatiques. D’autre part, le peptide est capable de transporter I’ADN dans
les cellules par un phénomene d’endocytose [40, 45]. Il a été montré également, que
I’acidification de I’endosome est nécessaire au processus de transfection [40, 45]. Durant
I’acidification, les chaines latérales des résidus histidines se protonent. Comme le peptide
posséde désormais une plus forte charge positive, il faudrait donc moins de peptides pour
neutraliser les charges négatives de I’ADN et par conséquent environ la moitié des peptides

qui étaientt complexés a I’ADN a pH neutre se retrouvent libres dans I’endosome [92].

Dans ce chapitre nous avons déterminé quels étaient les résidus qui étaient impliqués
dans I’interaction avec I’ADN a pH= 5 par des expériences REDOR. Nous avons ainsi montré
qu’a ce pH, malgré la protonation des résidus histidines, seuls les lysines sont proches des
noyaux *'P de I’ADN. Ces résidus histidines protonées, en position 10, 11, 14 et 18 du
peptide, seraient donc principalement impliqués dans la déstabilisation de la membrane de
I’endosome. La libération du complexe LAH,/ADN de I’endosome pourrait se faire par deux
mécanismes possibles : les histidines pourraient donc agir comme des « éponges a protons »
[16] a pH= 5, ce qui favoriserait la rupture de la membrane de I’endosome, ou le peptide a
pH= 5 perturberait la membrane de I’endosome par un mécanisme de type « tapis ». Ces deux
mécanismes pourraient également avoir lieu simultanément. A la suite de ces étapes, I’ADN
se retrouve dans le cytoplasme. Les peptides encore complexés a I’ADN devront étre libérés,
probablement par des interactions non spécifiques avec les composants du cytoplasme.
L’ADN diffuse alors jusqu’au noyau pour pouvoir transmettre son information génétique, par

un mécanisme encore inconnu.

D’autre part, nous avons pu déterminer quels résidus du peptide étaient proches des
noyaux *'P de I’ADN. Cela, nous a permis d’obtenir un premier modéle d’interaction ou le
peptide agit sur I’ADN par I’intermédiaire de ses résidus lysines présents aux extrémités. Le
fait que les histidines ne montrent pas de proximité envers les noyaux phosphores de I’ADN

nous a permis d’exclure le modele ou le peptide se place le long d’un brin d’ADN et de
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privilégier le modele ou le peptide agit par ces extremités. De plus, il semble que les lysines 2,
24 et 25 possédent un environnement en 3'P assez similaire. D autre part, le fait que plus de
90 % des noyaux °Nedes résidus K2 et K24 se trouvent proches de noyaux P (
contrairement aux résidus K25) laisse suggeérer les lysines 2 et 24 soient les résidus
« moteurs » pour I’interaction avec I’ADN. Il reste également a résoudre les questions en

suspens sur la lysine 1.

6.6) Perspectives

Les données obtenues par les expériences REDOR fournissent les premieres
indications précises quant a I’interaction entre le peptide et I’ADN. De plus, les échantillons
sont également marqués en *C au niveau des résidus lysines. L’enregistrement des
expériences REDOR *C-{*'P} et *P-{**C} va nous permettre d’obtenir des renseignements
quant & la proximité entre les noyaux *C de chaque résidu lysine et les phosphores de I’ ADN,
ce qui nous permettra d’avoir une idée plus précise quant au positionnement des chaines
latérales lysines par rapport au phosphores. De plus, ces expériences vont nous permettre de
vérifier les résultats obtenus dans ce chapitre et tout particulierement a cause des problémes
d’interprétation rencontrés sur le peptide marqué au niveau de la lysine 1. De plus, la mesure
des déplacements chimiques en **C va nous permettre d’obtenir des indications quant a la
structure du peptide sur ces extrémités. 1l faudrait également réaliser les mémes expériences
sur les complexes LAH4#/ADN a pH= 7 afin de comparer les interactions avec I’ADN aux
deux pH pour pouvoir interpréter les résultats de transfection obtenus pour les mutants
« LAH4 » [40, 45, 93]. D’autre part, la détermination des pKas des histidines lorsque le
peptide est lié a I’ADN reste une étude intéressante a réaliser dans la compréhension des
interactions qui ont lieu entre le peptide et I’ADN. Pour finir, des études structurales sur
I’ADN cette fois-ci seraient intéressante en marquant par exemple ’ADN en N et en

mesurant des distances *°N-3'P sur I’ ADN libre et sur les complexes ADN/LAH4.
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Chapitre 7 : Conclusions Générales

LAH, est un peptide antibactérien de 26 acides aminés, qui de plus est capable de se
lier a I’ADN, permettant ainsi son transfert dans les cellules eucaryotes [40, 45]. Pour profiter
des avantages qu’offre la RMN, il était nécessaire de disposer du peptide marqué en N et /

ou *3C pour étudier I’interaction du peptide avec les membranes et I’ ADN.

Jusqu’a présent la production du peptide s’est faite via la synthése peptidique en phase
solide. Durant ma theése, j’ai développé une méthode d’expression du peptide chez E. coli
permettant la production de LAH,4, malgré sa toxicité envers cet organisme, avec un marquage
uniforme en *C et/ou en >N. Nous avons montré que la présence d’une séquence anionique
(DDDDK) était nécessaire pour I’expression du peptide en fusion avec la GST. Partant de
I’hypothése que la séquence DDDDK permettrait d’inhiber la toxicité chez E. coli, et non la
taille du partenaire de fusion, nous avons remplacé la GST (24,5 kDa) par un partenaire de
fusion hydrophobe de plus petite taille : TAF12 (8 kDa). La protéine de fusion s’exprime sous
la forme de corps d’inclusion qui n’étaient pas possible de solubiliser avec des concentrations
en urée compatibles avec des méthodes de clivage enzymatiques. Nous avons donc choisi de
cliver la protéine de fusion directement a partir des corps d’inclusion par méthode chimique
avec I’acide formique malgré I’addition d’un proline du c6té N-ter de LAH,. La production du
peptide P-LAH, par cette méthode a abouti a I’obtention de 10 mg de peptide purifié par litre
de culture. Nous avons également montré que ce nouveau peptide P-LAH, gardait les mémes
propriétés antibactériennes et de transfection d’ADN que LAH,. Nous avons donc pu

entreprendre des études RMN sur ce nouveau peptide.

Les complexes LAH4#/ADN entrent dans les cellules par endocytose. Lorsque le pH a
I’intérieur de I’endosome diminue, des molécules de peptide se retrouvent libres dans
I’endosome. Nous avons donc déterminé la structure du peptide a pH= 54 dans un
environnement membranaire mimant I’endosome prét a interagir avec la membrane pour
permettre la libération de I’ADN dans le cytoplasme [40, 45]. En effet, a ce stade, le peptide
se structure en hélice o des résidus A4 a A23. Cette structure est comparable a celle d’autres
peptide antibactériens, comme les magainines [163, 184], la melittine [185] ou encore LL-37

[186] et par conséquent, P-LAH, pourrait déstabiliser les membranes de I’endosome par un
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mécanisme similaire a celui observé pour ces peptides antimicrobiens. Nous avons, également
montré qu’il existait encore des différences dans la localisation de I’hélice o entre pH= 4,1 et
pH= 5,4 et entre pH= 5,4 et pH= 6,1 qui seraient dues aux pKas des histidines qui se situent
autour de 5,5.

D’autre part, des spectres CP °N des échantillons orientés du peptide P-LAH; marqué
uniformément en >N dans des membranes de POPC & pH= 5,5 et 6,9 ont été enregistrés. Les
résultats ont montré que P-LAH, s’oriente parallélement & la membrane a pH= 5,5, alors qu’il
se présente de maniére transmembranaire avec une inclinaison de 10° par rapport a la normale
de la bicouche phospholipidique & pH= 6,9. Les spectres *'P ont montré que le peptide
perturbe plus les membranes a pH= 5,5 qu’a pH= 6,9, et que par conséquent, I’orientation
parallele aux membranes correspond a I’efficacité antibactérienne maximale. De plus, les
spectres 2D N-'H PISEMA montrent que le peptide P-LAH, se structure également en

hélice a aux deux pH dans les membranes de POPC.

Les études structurales au sein du complexe ADN/LAH, par des expériences REDOR
nous ont permis de montrer que seuls les résidus lysine du peptide étaient proches des noyaux
3P de I’ADN & pH= 5 malgré la présence des résidus histidines chargés positivement. Cela
suggere un modele d’interaction dans lequel le peptide agirait avec I’ADN par I’intermédiaire
d’interactions électrostatiques via ses extrémités. Dans ce modele le peptide expose seulement
une de ses extrémités sur un brin d’ADN en laissant I’autre extrémité libre d’interagir avec un
autre brin, ou plus loin sur le méme brin. Le réle clé des résidus histidines serait la
déstabilisation des membranes de I’endosome par un mécanisme d’ « éponge a protons » [16]
et/ou de type « tapis » [90]. Le peptide conserverait donc apres acidification de I’endosome un
role protecteur de I’ADN envers les nucléases. Le marquage sélectif en **C/**N sur chacune
des quatre lysines séparément révele que les lysines 2, 24 et 25 ont un environnement assez
similaire en *!P. De plus, 90 % des noyaux *Ne des lysines 2 et 24 se trouvent proches des
noyaux 3'P, contrairement & la lysine 25 (40 %). Ceci suggeére que les lysines 2 et 24 sont les
résidus « moteurs » dans I’interaction avec I’ADN. Les chaines latérales des lysines K2 et

K24 s’orienteraient parallélement au brin d’ADN.
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Annexes

Annexe 1 : Valeurs caractéristiques des constantes de couplages *J et 2J dans une

protéine.

13
C,
35 Hz
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Cp HB—HC‘;w HB

lss Hz 35 Hz

13(3 52213(3,.22115Pq.42243(3 .ﬁﬂil3(3’
o o
\__’/
| 78 Jooi~—_uom:_—

H, H H.

Annexe 2 : Valeurs de déplacements chimiques des acides aminés A, L, H et K pour une

structure aléatoire de peptide

Noyau/Résidus | alanine leucine histidine lysine
Hy 8,25 8,42 8,41 8,41
Ha 4,35 4,38 4,63 4,36
Hp 1,39 1,65, 1,65 3,26, 3,20 1,85,1,76

yCH2 : 1,45, 1,45
o0CH2:1,70, 1,70

YH: 1,64 2H : 8,12
Autres H eCH2: 3,02, 3,02
0CH3:0,94, 0,90 4H:7,14
eNH3+ :7,52
Ca 52,50 55,70 55,80 56,70
Cp 19,00 41,90 32,00 32,30
CO 177,10 177,10 175,10 176,50

191



Annexe 3 :

A-Composition du milieu utilisé pour produire le peptide P-LAH, marqué
uniformément en *°N et **C pour un litre de culture :

Solutions stocks Volume utilisé (mL)
5 X M9 200
50 g/L ®°NH,CI 10
20 % °C glucose 10
1M MgSO, 2
1M CaCl2 0,1
1g/L FeSO, 0,1
10 g/L thiamine 1
10 g/L biotine 1
10 mg/mL kanamycine 5
préculture 10
eau Qsp 1000
B- Composition du milieu 5 X M9 :
Sels Masse (g)
Na;HPOQO,, 2H,0 42,5
KH,PO, 15
NaCl 2,5
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Annexe 4 : Tableau regroupant les valeurs de déplacements chimiques des noyaux Ny,
Hn, Ca, CB, Ha, des résidus du peptide. Seul les résidus P1, K2 et L24 non pas pu étre
attribués ainsi que les déplacements chimiques des noyaux Ca. et CB de la lysine 26.

Ca CB Ny H Hot HB

K3 59,577 32,674 121,938 8,954 4,345

A4 54,581 18,826 122,422 8,234 4,380

L5 57,783 42,299 119,958 8,018 4,330

L6 58,223 42,313 119,560 8,216 4,188

A7 55,513 18,750 120,518 8,134 4,141

L8 58,054 42,696 119,818 7,894 4,250

A9 55,682 18,750 121,827 8,546 4,230

L10 58,290 41,472 117,357 8,546 4,188

H11 59,084 29,766 118,551 8,340 4,333 3,460
H12 60,120 31,067 118,197 8,254 4,501 3,336
L13 58,358 42,313 120,938 8,844 4,230
Al4 55,931 18,597 121,042 8,546 4,179

H15 59,611 29,919 115,984 7,893 4,389 3,404
L16 58,256 42,160 121,469 8,350 4,256
Al7 55,931 18,597 121,416 8,697 4,001

L18 58,181 41,854 117,711 8,119 4,138

H19 59,916 29,996 117,490 8,042 4,386 3,371
120 58,019 42,084 120,902 8,490 4,153
A21 55,522 18,755 120,903 8,454 4,135

122 57,409 41,931 116,458 8,110 4,179
A23 54,294 18,903 122,026 7,925 4,286

L24

K25 56,801 33,056 119,030 7,771 4,380

K26 119,05 8,119 4,383
A27 53,989 20,662 130,947 7,902 4,227
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Annexe 5: Tableau résumant les contacts NOE présents sur le spectre 3D ‘Hy-'H
NOESY-HSQC attribués manuellement ainsi que leur intensité (volume).

Résidus (i, i+1) dun (i, 1+1)
L5/L6 35314
A7/L8 23846
L8/A9 33450

L10/H11 19498
H12/1.13 20407
L13/Al4 15052
Al4/H15 30042
H15/L.16 23396
L16/A17 15226
Al17/L18 22013
H19/L.20 33768
A21/L.22 15903
L22/A23 16634

Résidus (i, i+2) dnn (i, 1+2)

L8/L10 2925
L10/H12 12775
H11/L13 2752
H12/Al14 9147
L16/L18 9442
Al7/H19 8579
L18/L20 5520
A21/A23 6066

Résidus (i, i+1) don (i, i+1)
L5/L6 9795
A7/L8 13066

L10/H11 8954
H11/H12 7543
H12/L.13 7123
Al4/H15 6042
L16/Al7 12930
L18/H19 13793
L20/A21 3003

Résidus (i, i+3) don (i, 1+3)

A4IAT 7613
H12/H15 14124
L15/H18 6042
H19/L.22 11618

Résidus (i, i+4) den (i, i+4)
L8/H12 3795

H12/L.16 3456
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Annexe 6 : Valeurs des angles diedres moyens prédits par le logiciel TALOS pour le
peptide P-LAH,.

Résidu A4 L5 L6 A7 L8 A9 L10 H11 H12 L13
Phi -63,420 | -63,680 | -62,340 | -65,180 | -63,990 | -63,240 | -66,170 | -64,630 | -62,340 | -60,780
Psi -41,650 | -39,950 | -39,560 | -38,490 | -44,120 | -38,290 | -41,500 | -45,460 | -45,180 | -42,310

Al4 H15 L16 Al7 L18 H19 L20 A21 L22
-63,000 -63,570 | -64,030 | -62,240 | -64,090 | -60,980 | -62,230 | -62,600 | -66,870
-38,910 -41,440 | -41,460 | -38,480 | -44,800 | -44,860 | -43,030 | -36,810 | -31,380
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enables high-yield insoluble expression
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A method is pr ted that all efficient p

duction of antimicrobial peptides in bacteria by means of fusion to the histone

fold domain of the human transcription factor TAF12. This small fusion partner drives high-level expression of peptides and
leads to their accumulation in an entirely insoluble form, thereby eliminating toxicity to the host. Using the antimicrobial peptide
LAH4 as an example, we demonstrate that neither affinity purification of the TAF12 fusion protein nor initial solubilization of
inclusion bodies in denaturing buffers is required. Instead, crude insoluble material from bacteria is directly dissolved in formic
addlorluunodlau release of the peptide through chemical cleavage at a unique Asp-Pro site. This is followed by purification

eity in a single chromatographic step. Because of the elevated expression levels of the histone fold domain and its
malshn(lkba),ﬂlkﬂulﬂlﬂomdpuﬂﬁnﬂonsdlﬂmpfodmuykl&h excess of 10 mg active peptide per liter of culture.
We demonstrate that TAF12 fusion allows expression of a wide range of antimicrobial peptides as well as efficient isotope

labeling for NMR studies. Copyright € 2009 European Peptide Society and John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

Escherichia coli(E. coli)is arguably the most convenient microorgan-
ism available to date for the large-scale production of recombinant
polypeptides in vivo [1]. The bacterium is also ideally suited for
uniform labeling strategies to enable structural and biophysical
studies, as it can be grown in well-defined synthetic media contain-
ing appropriately labeled nutrients. Polypeptides labeled with SN,
3¢, or seleno-methionine can be produced very cost-effectively
in this manner and as a result have become standard tools in NMR
and x-ray crystallography [2].
Unfortunately, expression of foreign genes in E. coli often fails
due to vector instability, resulting from toxicity of the molecule
of interest towards the host. This problem is particularly common
in the case of antimicrobial peptides, natural defense molecules
involved in the innate immune system of metazoans, which kill
bacteria by permeating and disrupting their membranes [3]. Inves-
tigation of the structural properties and dynamics of such peptides
by heteronuclear NMR is of considerable biomedical interest, as
the emergence of resistance traits in pathological bacteria calls
for rational design of new antibiotics [4]. Although native antimi-
crobial peptides can be produced synthetically, uniform isotope
labeling by chemical means would in most cases be prohibitively
expensive. Consequently, many laboratories have sought to
establish methods for the production of antimicrobial peptides in
E. coli, in spite of their inherent toxicity towards bacteria [5].

The lethal effects of antimicrobial peptides on E. coli can often
be circumvented by expressing the molecule of interest as partof a

fusion protein. Although this approach allows expression of some
peptides in a soluble form {e.g. in conjunction with glutathione
S-transferase (GST) [6,7] or thioredoxin [8-11]), most successful
cases involve fusion proteins that accumulate entirely in inclusion
bodies [12-19]. This suggests that protein aggregation provides a
powerful means of neutralizing toxicity of antimicrobial peptides
towards the host.

Antimicrobial peptides may spontaneously form inactive ag-
gregates if fused to soluble partners such as ubiquitin [12] or if
multimerized [13,14]. Nevertheless, it would be advantageous to
develop a robust, generally applicable method that allows target-
ing of any toxic peptide of interest to inclusion bodies. To this end,
several laboratories have identified highly insoluble proteins that
can be used as fusion partners, such as ketosteroid isomerase [15],
baculoviral polyhedrin [16,17], RepA [18], and an artificial polypep-
tide encoded by portions of the E colf Trp operon [19]. Alithough
expression levels of the corresponding fusion proteins tend to be
satisfactory, all the aforementioned partners have the disadvan-
tage that they are relatively large (typically 20 kDa or more). This
diminishes the efficiency of the expression system, as the peptide
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of interest is usually as small as 2-3 kDa and thus comprises only
amodest percentage of the material that is expressed.

An additional problem is the fact that obtaining pure peptide
from an insoluble fusion protein preparation is not as straightfor-
ward as it would be in the case of a soluble fusion protein. The
main reason for this is that the denaturing conditions required
for initial purification of the fusion preclude the use of proteases
to release the peptide. Instead, most protocols published to date
make use of chemical cleavage either by cyanogen bromide (fol-
lowing a methionine residue) or by formic acid (which dleaves the
sequence Asp-Pro). Although the latter method leaves a proline
at the N-terminus of the peptide of interest, it is more specific
(chances of an Asp-Pro site occurring within a peptide of interest
are smaller than that of aninternal methionine residue) and has the
additional advantage that formic acid is less toxic than cyanogen
bromide. Moreover, the acid is readily eliminated, for instance by
evaporation. Nevertheless, peptide isolation remains a costly and
time-consuming procedure that typically involves purification of
the denatured fusion protein by metal affinity chromatography,
exchange of the solvent by dialysis, chemical cleavage, and final
chromatographic purification of the peptide itself. The use of large
fusion partners further complicates matters, as in this case multi-
ple internal chemical dleavage sites are likely to be present. This
means numerous contaminating fragments are generated, some
of which may be difficult to separate chromatographically from
the peptide of interest.

Here, we describe a fast and highly efficient alternative for the
expression and purification of antimicrobial peptides, which is
based on fusion to the histone fold domain (HFD) of the human
transcription factor TAF12. This protein domain is considerably
smaller than traditional fusion partners (8kDa) yet highly expressed
in an entirely insoluble form in the absence of its natural
dimerization partner [20-22]. The HFD is therefore ideally suited
as a fusion partner for insoluble expression, and we show thatitis

m T7 promoter

capable of neutralizing the toxicity of a wide range of antimicrobial
peptides. Only one internal Asp-Pro site is present in the HFD itself,
which we have mutated to simplify peptide purification. Using the
antimicrobial peptide LAH4 as an example, we demonstrate that
affinity purification of the TAF12 fusion protein and even initial
solubilization in buffers containing 8 M urea or 6 M guanidinium
chloride before deavage can be avoided. Instead, crude inclusion
body preparations are directly dissolved in formic acid to set up
cleavage reactions, whereupon a single HPLC purification step
suffices to purify the peptide of interest to homogeneity. We show
that this remarkably simple procedure readily produces large
quantities of fully active LAH4 and demonstrate its usefulness
for rapid production of the milligram amounts of uniformly 'SN-
labeled material required to perform NMR studies.

Materials and Methods
Construction of Expression Vectors

The naturally occurring Asp-Pro site in the gene encoding
the human TAF12 HFD [20] was changed to Asp-Ala by PCR-
mediated mutagenesis [23]. Expression vectors pTIPX-1 and
pTIPX-2 were constructed by insertion of this mutated gene
plus oligonucleotides corresponding to a novel polylinker and
an enterokinase site (pTIPX-2 only) into pET-15b (Novagen), using
standard cloning techniques [24]. The vectors pTIPX-3 and pTIPX-4
were subsequently generated by transfer of the Bglli-Bpul102I
fragment from, respectively, pTIPX-1 and pTIPX-2 to pET-28b
(Novagen). All expression vectors (Figure 1 and Table 1) were
verified by DNA sequencing.

Synthetic DNA encoding several antimicrobial peptides
(Table 2) was purchased from Geneart AG, Regensburg. Individual
genes were amplified by PCR and cloned in between the BamHl|
and Sac | or Sadll sites of the expression vectors. All constructs
were verified by DNA sequencing.
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Figure 1. Schematic representation of the TAF-fusion expression vectors used In this study. Translation as well 3s cleavage sites in the expressed fusion
protein have been Indicated. All restriction sites shown are unigue. Ndel and BamHI (or Sall) sites can be usad for cloning of the sequence of Interest
directly downstream of an Asp-Pro sequence (for formic acid cleavage), or a Met codon (for CnBr deavage), respectively. The boxed saguence containing

the enterolinase site Is only present In pTIPX-2 and pTIPX-4.
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Table 1.
The vectors differ from the vectors In the
_m._ﬂ“lll—ln_ziﬁ-ll-_l'

Expression vector Selection marker Enterokinasesite Dertved from

pTIPX-1 Ampiciilin No PET-15b

pTIPX-2 Ampicillin Yes pET-15b

pTIPX-3 Kanamycin No pET-28b

pTIPX-4 Kanamycin Yes pET-28b
Expression of TAF12 Fusion Proteins

Overnight precultures from single colonies of transformed BL21
(DE3) were diluted 1 : 100 in Lura Bertani (LB) medium
containing the appropriate antibiotic ( 100 ug/l ampicillin or 20 ug/l
kanamycin) and 1% glucose (weight/volume) where indicated,
incubated in a shaker for 2-3h at 37 °C, and induced by
addition of isopropyl #-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) to a
final concentration of 1 mM at an optical density (600 nm) of
0.4-06. After an additional 3-hincubation, cells were collected by
centrifugation (10 min at 4000 = g, 4 “C), resuspended in 30 ml of
lysis buffer (50 mM Tris -HCl pH 8.0, 100mMNaCl, SmMEDTA, 0.5%
Triton X-100) per liter of culture and stored at —80 “C until further
use. Uniformly *N-labeled material was produced identically, but
instead of LB medium M9 minimal medium [24] was used that
contained 0.5 g/l "SNH,Cl as the sole nitrogen source.

Peptide Purification

Bacteria were thawed and lysed by sonication on ice for S min
(Bandelin Sonopuls HD200 with SH213G booster hornand MS72/D
tip, 20% pulse intervals at 25% power), followed by centrifugation
of the lysate for 30 min at 4 “C, 10000 x g. The insoluble
fraction was resuspended in wash buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0,
100 mM NaCl, 5 mM EDTA), followed by sonication for 1 min and
centrifugation as before. The resulting pellet was then dissolved
in 5-10 ml of 100% formic acid per liter of culture. This solution
was mixed with de-ionized water so as to arrive at a final formic
acid concentration of 50% (volume/volume) and incubated for
24 h at 50 “C. Upon evaporation of all solvent under vacuum
using a Rotavapor R-200 (Bichi) at 50 °C, the cleaved peptide was
dissolved in de-ionized water (5 ml per liter of culture), followed by
centrifugation (30 min at room temperature, 16, 000 x g} toremove
water-insoluble bacterial debris. The peptide was then purified
to homogeneity by HPLC (Prontosil 300-5-C4) using a2 10-80%
acetonitrile gradient in 0.1% TFA. The purified peptide was dried
(Rotavapor) and dissolved in 4% acetic acid and lyophilized to
remove remaining TFA.

Analysis of Protein Samples

Protein samples were analyzed by denaturing polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) using 15% gels [24]. Peptide samples
(Figure 4{a)) were analyzed by means of tricine SDS-PAGE [32].
All gels were stained using Coomassie Brilliant Blue. LAH4 yield
was assessed directly by determining the mass of the purified
and lyophilized peptide using a microbalance. The LAH4 fusion
protein expression level lower limit was calculated on the basis
of the final peptide yield, assuming no losses. Expression levels
of all other fusion proteins were estimated by comparison with
the LAH4 fusion protein using Coomassie-stained gels (Figure 3).

Antimicrobial activity of LAH4 was measured using E cofi, BL21
(DE3), essentially as described by Vogt and Bechinger [33].

NMR Spectroscopy

For the "H'SN-HSQC spectrum shown in Figure 5, 1.8mg of
uniformly "*N-abeled LAH4 was dissolved to a final concentration
of 1 mMina 1: 1 mixture of deuterated TFE and H,0.Measurements
were performed at 298 K on a Bruker Avance 500 MHz spectrometer
equipped with a broadband inverse (BBI) probe, employing a 3.9-
19 watergate sequence [34] with B scans and 512 increments,
and referenced with respect to water ("H) and liquid NH; ('*N).
Data were processed using the program NMRnotebook (NMRtec,
llikirch Graffenstaden, France).

Results

Design of Expression Vectors

Four related vectors were constructed for the expression of target
genes fused to the insoluble HFD of TAF12. An overview of these
pTIPX (TAF12-mediated Insoluble Peptide eXpression) vectors is
given in Figure 1 and Table 1. In addition to the HFD, all vectors
encode a histidine tag for optional binding to metal affinity resin,
and have multiple cloning sites for seamless insertion of the
gene of interest directly downstream of an Asp-Pro site for formic
acdd cleavage, or following a Met codon for CnBr deavage. The
naturally occurring Asp-Pro site within the TAF12 HFD itself was
changed to Ala-Pro by PCR-mediated mutagenesis. This facilitates
purification following formic acid cleavage, because only two
fragments are generated, that is, the peptide of interest and the
remainder of the fusion protein. Plasmids are maintained via
either an ampicillin (pTIPX-1, pTIPX-2) or a kanamycin (pTIPX-3,
pTIPX-4) selection marker.

Expression of Antimicrobial Peptides

We tested the pTIPX vectors using LAH4, an artificial antimicrobial
peptide developed in our laboratory [25]. This molecule is also
an efficient transfection agent for eukaryotic cells and a potential
gene therapy vector [35]. Because of its pronounced antibacterial
activity, earlier attempts to express LAH4 as part of soluble fusion
proteins had failed (our unpublished data). On the contrary, fusion
of LAH4 to TAF12 using the expression vector pTIPX-4 results ina
highly expressed, entirely insoluble protein (Figure 2(a)).

Expression results for all four pTIPX vectors are shown in
Figure 2(b). In the presence of 1% glucose (right panel) for
catabolite repression during the growth phase [36] each of
the vectors produces significant amount of the insoluble fusion
protein. However, optimal results are obtained with pTIPX-2 and
pTIPX-4. This suggests that the enterokinase site in these vectors
abolishes slight residual toxicity, originating either from trace
amounts of soluble fusion protein or from soluble degradation
products. Indeed, work by Lee et al. [13] indicated that a
sequence of negatively charged residues directly preceding a
cationic antimicrobial peptide can significantly reduce its toxicity,
presumably by neutralizing the overall positive charge of the
molecule. Our results are consistent with this hypothesis, and
suggest that the highly negatively charged enterokinase site
(DDDDK) is an efficient inhibitory sequence.

In the presence of 1% glucose (Figure 2(b), right panel), selection
by ampicillin and kanamycin appears equally effective (compare

. _________________________________________ ____________________________________|]
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Peptide [Referance] Structure

§

Sequence

a-Helix

pA-Sheet
Mixed a/f
Mixad a/f

KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA
GSKKPVPIYCNRRTGKCORM
GFGCPNNYQCHRHCKSIPGRCGGYCGGWHRLRCTCYRCG
MPCSCKKYCDPWEVIDGSCGLFNSKYICCREK

LAH4 [25]
Thanatin [26,27]
MGD-1 (28]
RE-1 1291

{

Distinctin 1 [3031]
Distinctin 2 [3031]

S

4-Helix bundle
4-Helix bundle

ENREVPPGFTALIKTLRKCKI
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@ T § |
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85-
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156 -
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least in the case of LAH4-provides a simple means of restoring
pTIPX-2 expression levels, we conclude that to assure maximally
robust production of highly toxic cationic antimicrobial peptides,
pTIPX-4 is preferable. We, therefore, decided to use this vector,
which combines TAF-fusion, an enterokinase site, and kanamycin
selection, forall subsequent experiments. We also continued to use
media supplemented with 1% glucose for enhanced repression.
In order to investigate if pTIPX-4 is also an efficient vector for
the production of antimicrobial peptides other than LAH4, we at-
tempted expression of a series of representative molecules (listed
in Table 2). These peptides, originating from a variety of organisms
and belonging to several different structural and functional classes
[31, were all found to be highly expressed (Figure 3). Fusion protein
production levels (lanes 2 - 6) are equal to or even exceeding those
observed for LAH4 (lane 1). Assuming comparable purification effi-
ciencies (vide infra), this means that a yield of 10-20 mg of the pep-
tides can be obtained per liter of culture. Growth of transformed
bacteria is in all cases uninhibited, that is, doubling times measured
are identical to those for nontransformed bacteria. These results
indicate that pTIPX-4 efficiently neutralizes toxicity of a wide range
of antimicrobial peptides and enables their high-level expression.

Peptide Purification

Because TAF12 fusion proteins accumulate to relatively high-
purity levels in inclusion bodies and only two products (the
peptide of interest and the fusion partner) are generated by
formic acid cleavage, we attempted to simplify the traditional

MW
no ghcosa 1% glucose

’ (kDa)
Figure 2. Expression of the antimicroblal peptide LAH4. Samples analyzed
cormrespond to 100 pl of bacterial culture. (3) Insoluble expression of LAH4 4.9
using pTIPX-4: total lysate (T), soluble fraction (S), insoluble fraction (1). (b) =
Effect of expression vector used and catabolite repression by glucose. Onl B
Insoluble fractions are shown here. e v 21

ey g - TAF12

pTIPX-2 and pTIPX4), indicating that under these conditions Fusi
there is sufficient repression of peptide expression and toxicity to P‘:olz:‘

allow unhindered propagation of each plasmid. Without glucose-
mediated repression, however, higher levels of leaky expression
are to be expected, which in the case of ampicillin selection
(pTIPX-2) and in the absence of other precautionary measures
(such as regularly refreshing the culture medium) might lead to
reduced plasmid stability [36]. Indeed, without glucose addition
(Figure 2(b), left panel), we observe higher expression levels for
pTIPX-4 than for pTIPX-2. Even though catabolite repression-at

85-

Figure 3. Expression of a variety of antimicrobial peptides using pTIPX-4:
LAH4 (lane 1), thanatin (lane 2), MGD-1 (lane 3), RK-1 (lane 4) and the
individual chains 1 and 2 of the distinctin heterodimer (lanes 5 and 6,
respectively). Only insoluble fractions are shown, comesponding to 130 pl
of bactental culture. Further detalls concerning the peptides are given In
Table 2.

e
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Figure 4. Purification of LAH4. (3) Results of Individual purification steps: total cell lysate (lane 1), cude Insoluble matenal (lane 2), and formic acid
cleavage products (lane 3), each corresponding to 100 ul of bacterial culture. Lane 4 shows 10 pg of HPLC-purtfied end product; lane 5 shows 10 ug of
synthetic LAH4 for compartson. (b) HPLC profile of matenal from the LAH4 dleavage reaction. The peak assigned * presumably corresponds to a formic
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view of the peaks In the upper panel. Three masses can be Identified, which correspond to LAH4 alone or assoclated to a sodium or potassium lon
originating from the MALDI sample preparation procedure.
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purification scheme for insoluble fusion proteins. Thus, we found
that initial purification of the fusion protein (e.g. by metal
affinity chromatography under denaturing conditions) and even
solubilization in buffers containing 8 M urea or 6 M guanidinium
chloride can be avoided. Instead, the insoluble fraction of the
bacterial lysate is washed once with buffer and dissolved directly
in pure formic acid. This solution is then diluted with water to setup
a cleavage reaction in 50% formic acid, which releases the peptide
from the fusion partner [37]. Following incubation for 24 hat 50 °C,
the solvent is evaporated under vacuum. The deaved peptide is
then dissolved in water and purified to complete homogeneity
by HPLC. The effectiveness of this extremely simple procedure is
illustrated for LAH4 in Figure 4{a) and (b). Additional experimental
details are given in the Materials and Methods section.

Analysis by MS confirmed that the sharp peakin the HPLC elution
profile shown in Figure 4(b) indeed corresponds to LAH4 (Figure
4c), an observed mass of 2877.5 Da, in good agreement with the
expected value of 2877 Da). Notably, small amphipatic peptides
such as LAH4 are readily separated from the hydrophobic fusion
partner, which elutes very late in the acetonitrile gradient. The
minor peak directly following LAH4 was also analyzed using mass
spectrometry (not shown), and found to correspond to a molecule
with a molecular mass of 2905.5 Da, that is, exceeding that of the
main product by 28 Da. We observed that this peak increased when
the formic acid incubation time was augmented from 24 to 48
h (data not shown). Taken together, these observations suggest
that the additional peak comresponds to a formic acid adduct
of LAH4, formed during the cleavage reaction. This underlines
the importance of avoiding incubation times in excess of 24 h.
However, even such minor side products are easily removed by
HPLC and the peptide obtained is homogeneous as evidenced by
SDS-PAGE (Figure 4{a)) as well as mass spectrometry (Figure 4(c)).
The final yield obtained is 10 mg LAH4 per liter of culture.

The antimicrobial activity of the purified peptide, which dif-
fers from standard LAH4 in that it contains an N-terminal proline
residue remaining from the formic acid cleavage site, was sub-
sequently investigated. We found that the bacterially expressed
peptide inhibits E. coli growth as efficiently as does chemically
synthesized LAH4, the latter either with or without additional
N-terminal proline. Measured LD50 concentrations are around 10
ug/l for all three of the peptides (bacterially expressed peptide,
chemically synthesized peptide, and chemically synthesized pep-
tide with an N-terminal proline residue), in good agreement with

values reported earlier for synthetic LAH4 [33]. The additional
N-terminal proline residue therefore does not interfere with the
antimicrobial activity of LAH4.

Using M9 minimal medium containing 'SNH,Cl as the only
nitrogen source, and the fast purification scheme outlined above,
we succeeded in rapidly producing milligram amounts of isotope-
labeled LAH4 for use in NMR studies. Figure 5 shows the resulting
THISN-HSQC spectrum of the peptide in 50% TFE, indicative of a
homogeneous sample and efficient uniform "*N-abeling.

Discussion

Here, we have described a procedure that allows rapid expression
and purification of peptides that are normally toxic to E col,
and demonstrated its effectiveness for the production of the
antimicrobial peptide LAH4 in native as well as uniformly "N-
labeled form. Compared with earlier methods that use insoluble
fusion partners to neutralize peptide toxicity towards the host,
our approach has a number of significant advantages. In the first
place, the fusion partner we use, TAF12, is not only expressed in
an entirely insoluble form and at very high levels (typically more
than 40 mg per liter of culture), but in addition is smaller than
the fusion partners typically used for this purpose. This increases
efficiency, asthe peptide ofinterest constitutesa larger percentage
of the protein that is produced. Moreover, we demonstrated that
TAF12 fusion allows high-level expression of a series of entirely
unrelated antimicrobial peptides, suggesting that the fusion is
quite generally applicable.

Importantly, the high expression levels and the absence of
internal Asp-Pro sites in the fusion partner enabled us to bypass
a number of commonly used purification steps and directly treat
the insoluble fraction of E. coll with formic acid, followed by
single-step HPLC purification of the peptide of interest. This
simplification of the traditional purification scheme leads to a
considerable gain in time and eliminates losses in the course of
intermediate chromatography steps. In addition, purification costs
are significantly reduced because no affinity resin is required and
only relatively inexpensive chemicals are used.

We established our method primarily with the aim of facilitating
high-throughput expression and purification of active, uniformly
labeled antimicrobial peptides for structural and biophysical
studies, in particular by NMR. However, the procedure is extremely
straightforward, fast and inexpensive and could be developed
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Figure 5. Heteronuclear single quantum coherence (HSQC) spectrum of bactentally expressad and uniformly '*N-labealed LAH4 In 509 TFE.
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into an interesting alternative for large-scale chemical synthesis
of native peptides as well. Moreover, the method dearly has
advantages (in particular in terms of cost-effectiveness and speed)
over soluble expression technigues and may therefore be of
interest for the in vivo production of nontoxic peptides and possibly
proteins that are amenable to post-purification renaturation.
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The structures of several memivane proteins have been determined
at high resolution [12] and these often are an important step to our
detailed understanding of thelr functioning Having available the
structures of different conformational states, thereby tracing the
structural changes in a stroboscopic manner, can be partiaslarty hel pfisl
to gain insights into the moleaular functioning. Examples are the many
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intermediates of the bageriorhodopsin phobcycle [3), or 2 number of
structures of the skeletal musde sarco-plasmic retiqulum Ca-ATPase
[4.5). as well as the homologous Ara bidops ts tha liana auto-inhibited H=-
ATPase2 |6] However, despite their high resolution, these structures are
stac, have in most cases been recorded at cryotemperatures and do not
show the lipid bilayer In contrast, the widely accepted fluid mosaic
model suggests an inherently dynamic nature of the memixane with
the proteins and lipids diffusing latera lly and rotationally | 7). Therefore,
additional information about the dynamic nature of the membranes
and the proins is key to fully understand the movements asoclaed
with their acion. This is even more the case for memiyane-asoclaed
peptides that are thoroughly immersed in the lipid environment and
where interactions between peptides and lipids dominate [8 ).
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The dynamic nature of peptide-peptide interactions in 2 mem-
brane has early on become apparent when the voltage-dependent
channel formation by alamethicin has been investigated by single
channel electrophysiologial recordings Alamethicin is a 20-amino
acid hydrophobic peptide of fungal origin that & rich in Alb (a-
aminossobutyric acid) and which exhibits antimicrobial activities
(reviewed in [9-12]). This peptide is considered a paradigm for
channel formation in biological membranes and has therefore been
extensively studied by a variety of biophysical methods in the past
When added to lipid bilayers well-defined pattems of successive
incre ases in conductance levels are observed, each of a duration of a
few milliseconds [13-15). These step-wise changes resemble those
seen in the presence of large voltage- or ligand-gated channel proteins
(reviewed in [9-12]). The open alamethicin pore has been described
by “‘transmembrane helical bundles® or “bamel staves® [10] which are
composed of at least three [16] or four subunits [17]. As many as 20
different conductance states have been described [18) and it is
believed that these correspond to differently sized bundles of
transmembrane alamethicin helices [10). Contrary © some of the
previous models, recent molecular modeling calculations of the
alamethicin channels suggest a less regular arangement with a high
degree of conformational variation of each subunit |19, an olserva-
tion that is in agreement with recent experimental solid-state NMR
data |20} Conformational and/or topological heterogeneity has also
been observed for phospholamban or saralipin [2122). Furthermore,
a combination of solid-state NMR spectroscopy and molecular
modeling has recently revealed interesting structural details on the
GABA-TM2 domain [23].

Whereas alamethicin remains assodated with the bilayer surface
at low peptide-to-lipid ratios, pores of self-assoclated transmembrane
helical bundles are formed above a threshold conentration [24). A
reorientation of the helix dipole and thereby an increase in the
transmembrane population have also been suggested to form the
basis of vol tage gating [10.11). Inthis context, the study of the in-plane
to transmembivane equilibrium s of interest as it allows one to
understand this regulatory event in a more quantitative manner [8).

NMR spectroscopy works in environments that preserve the
character of solutions and/or of liquid crystalline membranes. It is
therefore a method of choice to study molecular dynamics at high
resolution, and the measurement of relaxation times and NOEs for
spectral density mapping s a well-established method in solution
NMR spectrascopy |25.26). Due to inherent difficulties to obtain high-
resolution NMR spectra in soft solids such as liquid crystalline
membranes, these methods are less well established for omolecules
in such environments although first measurements of dynamics have
been obtained from MAS NMR spectra of proteins in the solid state
|27} It is interesting to note that the solid-state NMR line widths
observed for membrane samples and the spectral resolution
are inherently linked to the local dynamics of the protein [28-30)

L NMR as a tool to study topological equilibria and
molecular dynamics

Fig 1 shows an example of the topological and conformational
heterogeneity of a membrane-associated peptide. To monitor
alamethicin alignment as a function of lipid composition, the
peptide was reconstituted into uniaxially oriented membranes and
the samples were investigated by proton-decupled ™N solid-state
NMR spectroscopy. The ™N chemical shift of N labeled peptide
bonds provides a direct indicator of the membrane alignment of
helical polypeptides when these are reconstituted into bilayers that
are typically orlented with the normal parallel © the magnetic field
direction |31} Whereas the chemical shift values of transmembrane
peptides occur in the 200 ppm range, those of in-plane oriented
helices resonate at frequendes<100 ppm [202331-33) Fg. 1A
shows the ™N chemial shift spectrum of alamethicin uniformly
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labeled with ®N in oriented POPC, a simple mimetic of the
zwiterionic membranes of eukaryotes, and Fig 1B afier reconstitu-
tion in POPE/POPC membranes, a model for bacterial membyranes.
Whereas the chemical shift values (between 195 and 230 ppm with
a maximum at 208 ppm) indicate a transmemivane alignment of
the peptide in POPC, an orlentation parallel to the surface is adopted
in POPE/POPG (chemical shifts between 68 and 125 ppm with a
maximum at 95 ppm).

Fig 1€ and D show proton-decoupled ™ Psolid-staie NMR speara of
the same samples from which the ™N solid-staie NMR spectra were
recorded (Fig. 1A, B). The P chemical shift value is dependent on the
alignmentof thelipid head group relative © the magnetic field direction
(R, ). the later being allinear with the glass plate normal (n). For pure
phosphatidyicholine membranes in their fluid state at the sample
onentations represented inFig 1 (B, || n), values around 30 ppm are
characteristic of lipids that align with their long axis parallel to B, and
resonances at — 15 ppm are indicative of per pe ndicularalignments_ The
narrow P NMR resonance in Fig 1C therefore shows that the
phospholi pid membranes are well aligned with only a small contribu-
tion reaching into the —15 ppm region. The later probably armes ponds
to the maximum indensity typically observed for a powder pattern line
shape (Le. a random alignment of non-oriented sample ) [34)

The mixed POPE/POPG membrane exhibits two main intensities
(Fig. 1D) comesponding to the differences in the *'P dhemical shift
anisotropy of it wo phospholipid components Also in this case, a

predominant alignment of the phospholipids parallel to B, is observed
albeit the distribution is less homaoge nous and the membranes exhibit

hig her mosaic spread_ This obse rvation agrees with pre vious data where
amphi pa thic peptides that inte rcalate into the membrane interface in an
in-plane fashion caused considerable membrane disordening |35-40.

The example shown in Fig 1 illustrates that the peptide-lipid
interactions are govemed by sensitive equilibria although the
acquisition time of many howrs, even for 2 one-dime nsional solid-
state NMR spectrum, hampers the measurements of kinetic para-
meters characterizing these topological transitions. Previously, the
membrane interactions of alame thicin were investigated in a variety
of different environments by CD- [41,42] and solid-state NMR
spectroscopies on orlented samples [43-45) Using these techniques,
transitions between the surface-assodated state and transme mbrane
alignments of alamethian and other members of the pe ptaibol family
were character zed as a funcion of lipid composition, peptide-to-lipid
ratio [2441.42) and memixane hydrophobic thickness [20.45). Lipid-
dependent topologies, including bamel-stave pores, have also been
observed pardaxin using solid-state NMR spectroscopy |3546]

Topological equilibria have also been observed by solid-stae NMR
spectroscopy for a variety of other peptides and proteins including
colicins [47.48 . diphtheria toxin [49.50)and the C-terminal anchoring
domain of the anti-apoptotic protein Bel-xy [51) Furthermore,
histidine-containing antimicrobial and transfection peptides have
been designed in such a manner to change membrane orlentation
[52.53) and DNA association as a function of pH |54). an effect that has
also been used to quantify the Gibbs free energles assoclated with the
transfer of amino acid residues from the membrane interface to the
hydrophobic interlor [55.56).

Even though the equilibrium the rmodynamics can be established
and the differences in energies between topomers calculated [5556),
the question remains how fast the transfer between the in-plane and
the transmembx ane configurationoccurs This ts a challenging task for
systems where data acquisition s hampered by low sensitivity, butthe
investigation of histidine-containing amphipathic peptides has pro-
vided some indications [52.56.57]. Interestingly, at intermediate pH,
the in-plane and transme mbrane peptides exhibit well-separated N
resonances (Fig 2) indicating that the exchange between the two
alignments ts slow on the 10~ s time scale [52.56) although the
orentational equilibrium s reversible within a few minutes of
incubation [53).
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The dynamics of membrane- assoclated polype ptides has also been
explored by solid-stae NMR investigations of the "H-"H and "H-X
dipolar couplings which are in the range of a few tens of kHz At a
given distance such as in mvalent bonds, the reduction of the dipolar
coupling is an indicator of motions faser than the spin interactionand
has been explored to compare the dynamics of crystalline and
me mbrane-bound colicinla |58 ). Furthermore, by wsing this approach,
it was shown that the biological activities of three tachyplesin
antimirobial peptides, when assoclated with lipid bilayers, comrelated
with the motional amplitudes observed within the peptide badkbone,
a finding that was inter preted with the different degree of aggregation
of the fsheet structures |59). Interestingly, the dipolar interactions
between nuclel have been exploiied in various other ways, for
example, by using differe nt cross- polarization conditions on orilented
samples to screen for the dynamical featwes of protein domains
|6061). Furthermore, the one ntation-depe ndent dipolar interactions
are 1sed to introduce a second dimension into static orlented solid-
state NMR spectra |62,63), and by combining ore ntational informa-
tion from dipolar ineeractions, chemical shift anisotropy and solut lon
NMR data, highly refined structural models of membrane polypep-
tides can be abtained [39,64-66]

When bacteriorhodopsin (bR), labeled uniformly with ™N has
been investigated by static onented CP solid-state NMR spectroscopy.,
the temperature dependence of the ™N T, relaxation times is
indicative of dow motions on the millisecond time scale [30]. On
the other hand, the line broadening observed in ™ CCP-MAS spectra at
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low Emperatures indicates that the helices of bR in the purple
membrane exhibit motions at frequencies of around 100 Hz (2967
The motional amplitudes and/or frequencies are increased after
reconstitution of bR into DMPC membranes |30} Motions of bRt in the
tens of microsecond avrelation time regime have been found mupled
to the phospholi pids dynamics and these correlate with the activity of
this proton pump |68]. In static onented purple membrane samples,
the dow motions result in considerable line broadening when the
sample exhibits even a small degree of mosak spread or conforma-
tional heterogeneity |30.69). In this context, it should be noted that
dark adapted bR &s charadenzd by two distinct retinal conformers
(eg [70.71]) which may contribute to the conformational hetero-
geneity of the protein backbone.

2. Methods to measure lateral diffusion in membranes

Another important aspect of membrane- polypeptide dynamics is
the rotational and laeral diffusion in membranes. Commonly, optical
techniques such as fluorescence recovery after photobleaching (FRAP,
|72)) orflunre scence come lation spectroscopy (RCS) [ 7374 ) are used to
follow the diffusion along the membrane surface butthese techniques
require the labeling with bulky optical probes, which by themselves
may have an effect on the diffusion and aggregation of the moleaules.
Therefore, non-invasive NMR methods have been developed for
solutions and for membranes which make use of magnetic field
gradients_As thestrength of the magnetic field deter mines the speed of
precession of the nuclear spin, magnetization phase differences
develop during the duration of the magne tic field gradient. These can
be used to encode the localization of the nuclel along the direction of
the gradient. By applying a gradient of similar strength but with an
opposite sign, the effea of the first gradient is cancelled provided that
the spins have not changed their loalization during the echo delays.
Therefore, in pulse field gradient ( pfg) NMR, the loss of signal after the
second gradient pulse s a measure of diffusion |75} As semi-solid
amples such as membranes are characterized by considerable line
broadening, the application of the technique is less obvious However,
by unlaxially orlenting the membranes between glass plates and at
alignments of the sample normal along the magic angle, rotational
diffusion helps in obtaining well-resolved resonances | 76,77

Lateral diffusion experiments are widely applied to character ize
the phase behavior of lipid bilayers of different tions in
particdar in the presence of sterols [7377) Investigations of the
formation of domains within lipid membranes (eg [78-80]), an effea
known as lipid phase separation since the early days of lipidology,
have become popular again after it has been speculated that “rafts’
may be important in bology. Although there are numerous indica-
tions for the biologial significance of lipid phase separation within
cellular membranes [81] the physical concept of microdomains is
difficult © prove in vivo |82 83

3. Rotational diffusion and aggregation in membranes

Whereas the rotational diffusion around the membrane normal of
lipids and steroks (e.g cholesterol) is characterized by comelation
times in the ps-ns range and is of special interest for a micrascopic
description of the lipid phase behavior [84), the rotational moton of
membrane peptides and proteins ocowrs inthe ps-ms range. The latter
time frame is accessible by solid-state NMR methods as itcomesponds
to chemical shift anisotropies (CSA) and deuterium quadrupolar
interactions (in the range of 10-100 kHz). Optical techniques like
polanzed fluoresce nce photobleaching recovery [ pFPR) can extent the
measwement window into the ms range [85)

The coefficie nis describing rotational diffusion augment quickly with
the size of the particle (D, a1/ ) |86], therefore, the me asurements
are highly sensiive to the formation of multimers where aggregation
results in reduced rotational correlation times. A number of channel-

224

forming peptides have been shown to stably insert into the bilayers at
transmemixane alignments (eg |20.87.88]). In these cases, channel
opening is associaied with conformationa land topologi cal change s and/
or oligomer formation. Although from the onented solid-state NMR
speatra the structure and alignment of these channel peptides 2008788 |
have beencalaslaed the question often re mains if thespectra represent
the mono- o oligome nic forms of the channel [89)] We have therefore
developed an approach where the *H solid-state NMR speara of
peptides labe led with methy l-deuterated alanines allow one to oltain
information about the membrane rotational diffusion and thereby
indirectdy about the aggre gation state in the membrane [90). In contrast
to many other techniques such as eg fluorescence transfer energy
measure ments, the aggregation state can be ested by investigating the
same samples that are also used for the structural analysis by merely
tilting the oriented membranes by 90°. In this configuration, rotational
diffusion around the membrane normal changes the molecular
alignment relative © the magnetic field direction (B.) [90) As a
consequence, the resulting NMR spectrum &5 a superposition of
individual spectra each arresponding to a partiadar molecular
alignment relative to 5, and a spherical powder pattern line shape is
observed when rotational averaging is slow (Figs 3Band 4B). However,
in cases where rotational diffision is fast, averaging of this powder
pattemn is observed (Figs. 3E and 4E) and this difference can be 1sed to
desaribethe rotational diffusion in a semiquantitative manne r Whe reas
the rotational diffusion of me mbrane peptides is frozen' in the ge l-phase
|90 it s sufficlently fast for averaging also below the phase transition
tempe rature in the case of lipids and sterols [84)

Following this concept, it has been demonstrated that the *H
quadrupolar line shape of the deuterated alanine methyl group is
sensitive to differences in aggre gation between transmembrane mo-
nomers and small oligomers (Fig. 48, E) |90]. The technique shows, for
example, that in a typical solid-state NMR sample the Influenza M2
transmembrane channel peptide occurs as a mixture between
configurations exhibiting dow and fast rotational diffusion rates [89).

Notably, fast rotational diffusion also modifies the spectral
appearance of non-oriented samples (eg. Figs 3C Eland 4C E 1)
and the resulting powder pattern line shapes can be used to obtain
topological information about the peptides within lipid bilayers
[31.91.92 ). Furthe rmaore, the dynamics in me mbranes has pronounced
effects on the nuclkear dipolar couplings and therefore the cross
polarzation efficiency and this has been used to qualitatively account
for motions in membranes (59393 As the averaging of dipolar
interactions depends on the alignment of the rotation axis relative to
the magnetic field direction, cross-pola rization efficlency drops when
the dipolar couplings approach zero near the magic angle and results
in distorted powder pattem line shapes [58,92 94). Related effeas also
account for the difficulties of recording CP spectra of 20-30 mer in-
plane aligned peptides reconstituted in onented samples with the
normmal perpendicdar to the magnetic field direction [90).

Finally, one needs to ask how such motions affect the analysis of
onented solid-state NMR spectra duning structural studies Figs. 3 and
4 show spectral simulations of a slightly tilted transmembxa ne helical
peptide when reconstituted into orlented membranes at alignments
of the sample normal (n) parallel (Figs. 3A D G and 4A D, G) or
perpendicular to the magnetic field direction (Figs 38, E, H and 4B, E,
H) as well as of non-oriented samples (Figs. 3C E 1 and 4C F, 1).
Notably, motions around the membvane normal do not affect the
resonance position of the orlented line sha pe at sample a lignme nts of
the normal parallel B, [31.95] (of. Figs. 3A. D and 4A, D). Whereas in
the static case, tilt angle information is directly obtained by comparing
the resonance position with the static powder pattern (Figs. 3A and
4A), fast averaging of the chemical shift or quadrupolar tensor results
in a symmetric powder pattem line shape where the low field
shoulder corresponds to the &, tensor element (Figs. 3F and 4F). The
&y element is orlented paralle] to the main axis of motion which in the
setting shown in Fig 3D-F is collinear with the membrane normal
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|31). Therefore, by comparing the **N resonance frequency obtained
from uniaxially orlented samples (n || &) to the static tensor (or
altemnatively by comparing the averaged tensor to the static powder
pattern), the tilt angle is obtained in the static case as well as in the
case of rotational diffusion around the membrane normal (Fig. 3A D).
However, as discussed above, at settings with the membrane normal
perpendicdar to B, the oriented spectra are quite different when the
cases of fast and slow rotational averaging around the membrane
normal are compared to each other (Figs. 3B, E and 4B, E). By using
this approach, averaging of the ™N chemical shift anisotropy, and in
some instances the alanine “Hy quadrupolar splitting, has been
observed not only for transmembrane sequences such as Vpu,
alamethicin or designed peptides but also for amphipathic helical
peptides such as magainin or model sequences [4589-92)

Furthe rmaore, w hen the effects of motions around the helix axis are
considered, the spearashown inFigs. 3G-1and 4G-1 are obtained. Here
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we only show simulations for the full averaging around the helix axis
but motions thatcomespond to fluctuation move ments rather than full
rotation result in outcomes intermediate between the two extremes
shown in Figs 3A-C and 4A-C and Figs. 3G-1 and 4G~ respectively.

We suspect that large amplitude motions around the helix normal
are most likely to ocowr for transmembrane peptides with a small
hydrophobic moment (ie. low amphipathity ) and/ or little peptide-
peptide interactions [45,90,96-98). It is likely that in the presence of
motional averaging around the helix axis the peptide exhibits enough
freedom to also rotate around the membyane normal which would
introduce spectral features of both regimes In order to facilitate the
analysis of such motions, we have performed simulations that reveal
the resulting spectral modifiations of onented solid-state NMR
spectra (Figs.3and 4)

When the effect of motional averaging around the helix axis &s
calculated for oriented samples (n || B,), only minor differences are
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cbserved for the ™N chemical shift positions (Fig 3A G) thereby
reflecting the fact that the unique tensor element & of the amide
chemical shift tensor (Fig 3C, &us 6y 6==54 ppm 76 ppm
230 ppm) deviates by only a few degrees from the helix long axis[31}

In @ntrast, the Co-CiHy axis, which is also the alignment of the
main tensor element of the deuterium quadrupole splitting in
deutero-methyl-alanine, covers and angle of about 55° with the
helix long axis [99) and a perfectly transmembrane onented helix
would result in a close 1o zero quadrupolar splitting However, any
movement around the helix long axis cawses considerable changes in
the spectral appearance of this site (cf. Fig. 4A-C with G-1). Moleadlar
dynamics smulations indeed indicate that averaging over an
ensemble of peptide onentations as it was observed for hydrophobic
model peptides, results in pronounced modifications of the *H NMR
spectra. Whereas on first view the quadrupolar splittings are
suggestive of an apparently small tilt angle independent of lipid
composition, i.e even under conditions of hydrophobikc mismatch,
moleadlar dynamics simuations show considerably increased tilt
angles albeit with a pronounced distributionof rot ational pitch angles
|97.98) The ensemble of molecuar alignments, taking into account
the full distribution of tilt and rotational pitch angles observed during
these simulations, allows one to back calculaie the experimental
deuterium NMR speara |97.98 | and the result agrees well with the tilt
angle analysis from "N solid-state NMR spectra [96].

In conclusion, solid-state NMR spectrascopy works with peptides
and proteins reconstituted with extended lipid bilayers in their fluid
phase and has been used to investigate a number of dynamic aspects
including topological equilibria, later al and rotational diffusion as well
as oligomenzation. It thereby helps to establish a more complete
picture of the events in flukd phase membra nes than structural studies
alone would provide.
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RESUME

LAH, est un peptide antibactérien de 26 acides aminés qui est capable de se complexer a
I”’ADN et de permettre son transfert dans les cellules eucaryotes. La structure, la topologie du
peptide associé aux membranes, ainsi que ses interactions avec I’ADN ont été étudiées par
RMN. Afin d’obtenir le peptide marqué uniformément en *N et/ou **C, nous avons
développé une stratégie d’expression chez E. coli qui a permis la production de 10 mg de
peptide P-LAH, purifiés (avec addition d’une proline en N-terminale) par litre de culture.
Nous avons montré que malgré I’addition d’une proline, le peptide P-LAH, conserve son
caractére antibactérien et transfectant d’ADN. L’étude de sa structure dans des micelles de
DPC a pH=5,5 par RMN du liquide a permis I’attribution des résonances des noyaux Ny, Hy,
Ca, CP et Ho pour 90 % des résidus et a montré que le peptide adopte une conformation en
hélice o des résidus A4 & A23. Les études par RMN *N du solide du peptide reconstitué dans
les bicouches orientées de POPC a pH= 5,5 et a pH= 6,9, indique que le peptide est orienté
parallelement a la membrane a pH= 5,5 et incliné d’environ 10 ° par rapport a la normale a la
bicouche a pH =6,9. De plus, le peptide adopte également une structure en hélice o dans les
ces bicouches aux deux pH. La techniqgue REDOR appliquée sur les complexes P-LAH,/ADN
a pH= 5 nous apprend que les résidus lysines sont proches des noyaux *'P de I’ADN,
contrairement aux résidus histidines, ce qui suggere un modele d’interaction dans lequel le
peptide agirait avec I’ADN par Iintermédiaire d’interactions électrostatiques via ses
extrémités. Le marquage sélectif en **C/*°N sur chacune des quatre lysines séparément révéle
que les lysines 2, 24 et 25 ont un environnement assez similaire en *'P. De plus, 90 % des
noyaux >N des lysines 2 et 24 se trouvent proches des noyaux >'P, contrairement & la lysine
25 (40 %). Ceci suggere que les lysines 2 et 25 sont les résidus « moteurs » dans I’interaction
avec I’ADN.

Mots-clés : peptide amphipathique, expression chez E. coli, purification, Résonance
Magnétique Nucléaire, REDOR, structure, topologie, mécanisme antibactérien, mécanisme de

transfection, interactions macromoléculaires.
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