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Résume

Les récentes épidémies (Ebola, Zika ou la COVID-19) ont mis en évidence notre
vulnérabilité face aux épidémies de maladies infectieuses. De nos jours, les menaces terroristes
et bioterroristes augmentent et des bactéries, des virus ou des toxines peuvent étre utilisées a
ces fins. Parmi ces agents, Bacillus anthracis responsable de la maladie du charbon plus
communément appelée « anthrax », est I'un des plus dangereux. Actuellement, les personnes
contaminées par ce pathogene sont traitées par des antibiotiques tels que les béta-lactamines,
les fluoroquinolones et les tétracyclines. Cependant, I'émergence de souches résistantes aux
antibiotiques actuels représente un réel probleme de santé publique et le développement de
nouveaux antimicrobiens est devenu une priorité.

Une cible prometteuse pour le développement de nouveaux antibiotiques est IspD, la troisieme
enzyme de la voie du méthylérythritol (MEP). IspD catalyse la formation du 4-
diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol (CDP-ME) et du diphosphate inorganique (PPi) a
partir du MEP et du triphosphate de cytidine (CTP). Cette enzyme est impliquée dans la
biosynthése des isoprénoides, une famille de molécules essentielles a la survie de chaque
espece. IspD est présente chez la plupart des bactéries et surtout chez certains pathogénes
comme Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis (responsable de la tuberculose) et
Plasmodium falciparum (responsable de la malaria), mais elle est absente chez les humains qui
utilisent la voie du mévalonate (MVA) pour la synthese des isoprénoides. Ainsi, le
développement d'un nouvel inhibiteur qui cible IspD devrait limiter les effets secondaires.
L'objectif de ma thése est la conception et la synthése de nouveaux inhibiteurs d’'IspD de
Bacillus anthracis (Ba-IspD) en utilisant une approche par fragment. A partir d’une librairie
constituée de 500 fragments, 23 fragments ont été sélectionnés par résonance plasmonique de
surface (SPR) puis leur affinité avec Ba-IspD a été déterminée.

Des analyses complémentaires en utilisant des expériences de RMN STD et docking ont été
réalisées afin de confirmer les interactions entre les fragments et Ba-IspD. Le potentiel
d’inhibition des fragments sélectionnés a été déterminé en utilisant un test enzymatique base
sur la détection du PPi produit. Des premiers résultats ont permis d’obtenir les ICso de 3
fragments. Ces derniers semblent étre des points de départ intéressant pour 1’optimisation de
fragment.

La derniere partie de ce manuscrit décrit I’optimisation de 4 fragments sélectionnés d’apres les
résultats obtenus par SPR, STD, docking et inhibition. Au final, 18 molécules ont été

synthétisées et leur pouvoir d’inhibition doit encore étre évalué.
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Introduction Générale






Chapitre 1 : Introduction Geneérale

1. Introduction Générale

1.1 Bacillus anthracis

1.1.1 Origine et virulence

L’anthrax est I’une des plus anciennes maladies infectieuses documentées et serait a

I’origine de la 5°™ Plaie d’Egypte « la mort des troupeaux », décrit dans le livre de la Genése
(Exode 9)'. Le nom anglais «anthrax » vient du grec anthrakos qui signifie charbon et
représente la couleur noiratre du sang des animaux infectés. En France, cette maladie est connue
sous le nom de maladie du charbon ou de fievre charbonneuse.
Pendant la deuxiéme partie du XIXéme siécle, la maladie du charbon a été caractérisée et
I’agent pathogéne en forme de « batonnets » ou « petits corps filiformes » (Figure 1) a été décrit
indépendamment par Pierre Rayer - Casimir-Joseph Davaine (1850)? et par Aloys Pollender
(1849).

Figure 1 : Bacillus Anthracis

L’origine bactérienne de cette maladie fut démontrée en 1863 par C.-J. Davaine. En 1876,
Robert Koch étudie la bactérie présente dans du sang animal et découvre 1’agent étiologique
responsable de la maladie du charbon en retragant le cycle de vie complet du bacille responsable
de cette maladie. Il est le premier a découvrir cette bactérie et nomme le pathogene Bacillus
anthracis. Ses recherches sur ce pathogéne ont donné naissance au concept de la microbiologie
médicale®. Bacillus anthracis est une maladie qui touche principalement les herbivores,
transmissible a I’homme et qui est souvent fatale pour les animaux domestiques et sauvages
(comme le bétail, les moutons, les chevres, les bisons, les antilopes). C’est une bactérie en forme
de batonnet, aérobie ou parfois anaérobie, a Gram positive qui peut former des spores
extrémement résistants®. Elle est présente mondialement et reste enzootique dans de
nombreuses régions, en particuliers en Afrique subsaharienne, Asie, Amérique centrale et du

Sud®. Les humains sont le plus souvent contaminés par exposition a des animaux infectés ou
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leurs produits dérivés, tels que la viande, les os ou la peau. De 2000 a 20 000 personnes sont

contaminées chaque année dans le monde®’.

Dans la nature, lorsque les conditions ne sont pas propices a la croissance et a la multiplication
des bacilles, Bacillus anthracis survit généralement sous forme de spores dans le sol. Ces
derniéres peuvent étre soit sous une forme dormante et survivre des dizaines d’années dans le
sol avec une trés grande résistance aux désinfectants et a la température, soit sous une forme
végetative, responsable de la maladie, lorsque les spores ont contaminé un hote et que les
conditions sont propices a leur germination®. Aprés avoir contaminé 1’hdte par voie cutanée,
gastro-intestinale, inhalation® ou intraveineuse®, les bactéries se développent rapidement et
produisent des grandes quantités de toxines qui se repandent dans le sang et provoquent

plusieurs symptomes, allant de la nécrose a la septicémie et aux collapsus veineux®.

La virulence de Bacillus anthracis est liée a deux larges plasmides, pXO1 et pXO2. Le
plasmide pXO1 conduit a la production de trois chaines polypeptidiques indépendantes, le
facteur létal (LF), le facteur cedéeme (EF) et I’antigene protecteur (PA) qui sont responsables de
la Iétalité et des symptdmes associés a I’anthrax'®*L. Le PA peut soit former un complexe avec
le LF pour donner une toxine létale (LT) soit former un complexe avec EF et conduire a la

formation d’une toxine d’cedéme (ET).
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Figure 2 : Incorporation des toxines PA, LF et EF dans une cellule. L antigene protecteur (PA) se
lie aux récepteurs puis est clivé par la furine. Le PA clivé produit un site de liaison pour les toxines
EF et LF. Le complexe subit une endocytose, LF et EF sont transférées dans le cytosol.
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Le plasmide pXO2 est responsable de la formation de I’acide poly-y-D-glutamique (PGA) qui
permet la formation de la capsule protectrice du bacille!? et protége de la phagocytose et de la
surveillance immunitaire!®. Le PGA est essentiel lors de la phase de prolifération de 1’anthrax
dans I’hote. Ainsi, les antibiotiques ciblant la capsule PGA de la bactérie deviennent inefficaces

apres une prolifération importante car les toxines sont déja présentent en grande quantite.

La contamination de I’humain ou de I’animal se produit lorsque la bactérie est sous forme de
spores et qu’elle pénétre dans 1’organisme par voie cutanée, digestive ou respiratoire. La
contamination par voie aérienne est la plus létale car les spores sont transportées directement
dans les ganglions lymphatiques par les macrophages alvéolaires et la germination de ces spores

conduit a la formation des toxines LT et ET* trés rapidement.
1.1.2 L’anthrax comme arme biologique

L’utilisation de spores comme arme biologique remonte a la seconde guerre mondiale.
Les premiers tests ont été effectués par I’armée japonaise qui a expérimenté ce pathogéne sur
des prisonniers de guerre. L’armée britannique a également expérimenté 1’anthrax sur des
moutons, en 1942, en bombardant 1’ile de Gruinard (Ecosse) ce qui a conduit a la mort des
moutons et a la contamination des sols pendant plus de 45 ans®!4. En avril 1979, des spores de
Bacillus anthracis ont été accidentellement relachées a partir d’un centre de recherche sur les
armes biologiques en Union Soviétique, provoquant la mort de soixante-six personnes®!*. En
2001, juste apres les attentats du 11 septembre, des spores de Bacillus anthracis contenues dans
des enveloppes ont été envoyées par courrier postal a des représentants du gouvernement et aux
médias. Cette attaque a infecté vingt-deux personnes qui a conduit au déces de cinq d’entre
elles*. Bacillus anthracis est actuellement considéré comme un agent de catégorie A par le

Centre de prévention et de contrdle des maladies (CDC).

La résurgence de Bacillus anthracis chaque année dans le monde’ et son utilisation en tant que
potentielle arme biologique sont des faits inquiétants et de nouvelles solutions pour lutter contre

cet organisme sont primordiales.
1.1.3 Traitement et résistance
1.1.3.1 Vaccination avant et apres exposition

En 1881, Louis Pasteur réalisa la premiére expérience publique de vaccination contre

Bacillus anthracis sur une cinquantaine de moutons®. Il vaccina la moitié d’entre eux avec une
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souche atténuée de Bacillus anthracis et aprés quelques semaines, seuls les moutons vaccinés
survecurent. En 1937, Max Sterne développa une souche atténuée de Bacillus anthracis qui ne
peut pas synthétiser de capsule car la souche ne possede pas le géne codant pour pX02. Cette
souche, appelée souche Sterne, est utilisée comme vaccin mais seulement pour un usage
vétérinaire!®. De nos jours, la FDA (Food and Drug Admisnistration) a autorisé 1’utilisation du
vaccin BioThrax® (Anthrax Vaccine Absorbed : AVA) pour les personnes dont 1’exposition a
I’anthrax est un risque important comme les militaires et les personnes travaillants avec les
animaux. En 2015, la FDA autorise I’utilisation de ce vaccin aprés exposition a 1’anthrax en

combinaison avec des antibiotiques.
1.1.3.2 Les antibiotiques et [’antibiorésistance

Les antibiotiques sont des substances utilisées pour lutter contre les infections
bactériennes. Les antibiotiques agissent selon cing modes d’action (Figure 3) : I’inhibition de
la synthese de la paroi (ex. B-lactamines), I’inhibition de la synthése de ’ADN ou de I’ARN
(ex. fluoroquinolones), I’inhibition de la synthése protéique (ex. tétracyclines), 1’inhibition de

voie métabolique (ex. sulfamides) et la dépolarisation de la membrane (ex. daptomycine).

Bien que ces médicaments aient sauvés de nombreuses vies, les bactéries ont développé
différents mécanismes de résistance suite a leurs utilisations répétées et excessives. La
résistance aux antibiotiques rend inefficace un ou plusieurs antibiotiques contre une infection
bactérienne. Ce phénomene peut conduire & 1I’impossibilité de traiter certaines infections. Sur
I’année 2015, Cassini et al. ont estimé qu’en Europe plus de 670 000 cas d’infection étaient
dues a des souches résistantes conduisant a 33 000 déces, ce chiffre est deux fois plus important

qu’en 2007%7. L antibiorésistance constitue une menace grandissante sur la santé mondiale.

Les bactéries ont développé plusieurs modes d’action pour lutter contre les antibiotiques (Figure
3). Un premier mécanisme de résistance est la modification de la cible entrainant une
diminution de I’affinité de 1’antibiotique pour la cible. Dans certains cas, la bactérie surexprime
la cible de I’antibiotique et conserve ainsi une activité biologique malgré la présence de
I’antibiotique. Certaines souches résistantes produisent une enzyme qui modifie ou clive
I’antibiotique et le rend ainsi inactif. C’est le mécanisme de résistance principal aux f-
lactamines. Un autre mécanisme consiste & diminuer la concentration intracellulaire de
I’antibiotique. Pour cela, soit la bactérie empéche les antibiotiques de rentrer dans la cellule en
la rendant imperméable, soit elle accélere leur expulsion en augmentant le nombre de pompes

a efflux. Ces pompes a efflux exportent les composés toxiques hors de la cellule. C’est I’un des

4
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mécanisme de résistance utilisé par Pseudomonas aeruginosa'® pour éliminer les carbapénémes

(famille des B-lactamines).

Cibles des antibiotiques Résistances aux antibiotiques
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Figure 3 : Cibles des antibiotiques et les mécanismes de résistance. Image extraite et modifiée de
Etebu et al *.

1.1.3.3 Les antibiotiques utilisés contre Bacillus anthracis

Un grand nombre d’antibiotiques sont efficaces contre Bacillus anthracis. La pénicilline
(famille des B-lactamines) est I’antibiotique le plus utilisé a travers le monde, les quinolones et
les cyclines sont aussi utilisées. L’utilisation de ces différents antibiotiques dépend de la
sévérité et du site de I’infection. Dans les cas de contamination cutanée légere, la pénicilline G,

I’amoxicilline, la doxycycline et la ciprofloxacine sont conseillées. Dans le cas de
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contamination par inhalation, comme par exemple lors d’une attaque biologique, les
antibiotiques recommandés sont la ciprofloxacine et la doxycycline en combinaison parfois
avec le vaccin BioThrax®.

En 2001, aprés I’envoi de courriers contenant de 1’anthrax, une campagne de prévention a été
lancee. Pendant 60 jours, de la ciprofloxacine et la doxycycline ont été administrés a environ

10 000 personnes exposées a la bactérie?,

Cependant, une utilisation prolongée de ces différents antibiotiques pourrait conduire a des
souches résistantes. A ce jour, il a été rapporté plusieurs cas de souches résistantes?*2® de
Bacillus anthracis a la pénicilline, ¢’est pourquoi la monothérapie n’est pas conseillée. Des
études in vitro réalisées sur Bacillus anthracis ont montré la facilité a créer des souches
résistantes a plusieurs antibiotiques, tels que les B-lactames et les fluoroquinolones®.
L’utilisation de ces souches résistantes lors d’attaques bioterroristes pourrait étre un réel danger,
c’est pour cela qu’il est urgent de trouver de nouveaux médicaments avec des modes d’action
différents. Par exemple, la daptomycine, un lipopeptide cyclique, est un nouvel antibiotique
prometteur qui tue la forme végétative de Bacillus anthracis et les spores en germination?>.

La daptomycine s’insére dans la membrane bactérienne, agit sur I’efflux des cations K* et Na*
et dissipe le potentiel de la membrane qui conduit a la diminution rapide de la synthése
protéique, d'’ADN et d'’ARN?,

N N J\/N\U/\NH
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Figure 4 : Structure chimique du lipopeptide cyclique, la daptomycine.

Une cible qui pourrait étre exploitée pour le développement de nouveaux antibiotiques est la

biosyntheése des isoprénoides.
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1.2 Lasyntheése des isoprénoides

Les isoprénoides, aussi appelés terpenoides, représentent la famille de composés
naturels la plus vaste et la plus complexe avec plus de 80 000 molécules?’. Ils sont présents
dans tous les domaines du vivant et ont des roles biologiques essentiels tels que le transport
d’¢électrons, la constitution des membranes, la reproduction et la photosynthése. Tous les
isoprénoides sont issus de la condensation d’isopréne, une molécule a cing atomes de carbone
(Cs) (Figure 5). En 1887, Wallach est le premier a remarquer 1’existence d’une répétition d’unité
isopréne dans plusieurs composés. Il établit la regle isoprénoique qui décrit la condensation de
type « téte-queue » de plusieurs de ces unités isoprénes (Cs) pour donner des composés a n fois
cing atomes de carbones (Cs)n??° (Figure 5). En 1953, Ruzicka établit la « régle isoprénoique
biogénétique » permettant d’expliquer la synthése de tous les isoprénoides®. Les isoprénoides
sont nommés d’aprés le nombre d’unité isopréne les constituant : hémiterpénes (n = 1),
monoterpenes (n = 2), sesquiterpénes (n = 3), diterpenes (n = 4), sesterterpenes (n = 5),
triterpenes (n = 6) et les tétraterpénes (n = 8).

P
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B-carotene

Figure 5 : Isopréne et exemples d’isoprénoides.
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En biologie, les équivalents de 1’isopréne sont le diphosphate d'isopentényle (IPP) et le
diphosphate de diméthylallyle (DMAPP) (Figure 6). L’isomérisation de I’IPP en DMAPP est

réalisée par une IPP isomérase>L.

DMAPP IPP

Figure 6 : Structure de I’IPP et du DMAPP

La synthese des isoprénoides débute par une réaction de condensation de ces deux sous unités
IPP et DMAPP (Figure 7). La condensation de type « téte-queue » de I’IPP sur le DMAPP
permet en premier lieu la synthese du diphosphate de géranyle (GPP), le précurseur des
monoterpenes présent dans les essences végeétales telles que le menthol et le limonéne. Une
condensation de type « téte-queue » de I’IPP et du GPP permet la formation du diphosphate de
farnésyle (FPP), précurseur des sesquiterpénes tels que I’humuléne. A partir de ce précurseur

FPP deux syntheses différentes peuvent avoir lieu, soit « téte-queue », soit « téte-téte ».

Une condensation « téte-queue » de I’IPP sur le FPP conduit a la formation du diphosphate de
géranylgéranyle (GGPP), précurseur des diterpenes tels que le taxol. Les différentes réactions
d’élongation sont catalysées a I’aide d’enzymes de la famille des prényltransférases®?. Une
condensation « téte-téte » de deux molécules de FPP conduit a la synthése de diphosphate de

présqualene, précurseur des triterpénes tels que les stérols.

La condensation « téte-téte » de deux molécules de GGPP conduit a la synthese des
tétraterpenes tels que les caroténoides. Différentes réactions de cyclisation des précurseurs
acycliques suivies de transpositions et d’oxydations permettent d’obtenir des dizaines de

milliers d’isoprénoides.

Les deux precurseurs IPP et DMAPP permettent donc la synthése de nombreuses molécules
essentielles a la survie des organismes vivants. La synthese de ces précurseurs dépend de deux

voies de biosynthése : la voie du mévalonate (MVA) et la voie du méthylérythritol (MEP).
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Figure 7 : Biosynthése des terpénoides a partir de I’IPP et du DMAPP.

1.3 Lavoie du mévalonate (MVA)

Dans les années 1950, I’étude de la biosynthése du cholestérol a permis la découverte
de la voie du MVA®. De nombreuses recherches ont été effectuées notamment par Konrad
Bloch, Feodor Lynen et John Cornforth pour élucider cette voie de biosynthése des
isoprénoides® (Schéma 1).

Cette voie est initiée par une condensation de Claisen de deux molécules d’acétyl-CoA
catalysée par I’acétoacétyl-CoA thiolase (AACT) suivie d’une deuxiéme condensation entre le
B-cétothioester et une autre molécule d’acétyl-CoA catalysée par la 3-hydroxy-3-

méthylglutaryl-coenzyme A synthase (HMG-Co0AS). Deux réactions successives de réduction

9
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de ’'HMG-CoA par le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) catalysées par
la HMG-CoA réductase (HMGR) permettent d’obtenir le mévalonate (MVA) et la libération
d’une molécule de HS-CoA. Cette derniére réaction est la cible d’inhibiteur de la famille des
statines®® utilisées pour réduire la production de cholestérol chez I’humain. Les étapes suivantes
mettent en jeu deux molécules d’adénosine triphosphate (ATP). Les formations du mévalonate
5-phosphate et du mévalonate 5-diphosphate sont catalysées respectivement par la mévalonate
kinase (MK) et la phosphomévalonate kinase (PMK)®. Le mévalonate 5-diphosphate aprés
phosphorylation de 1’alcool tertiaire par I’ ATP est converti en IPP par la diphosphomévalonate
décarboxylase (MDD). L’IPP est isomérisé en DMAPP par une isomérase diphosphate (IDI).

) AACT HMG-CoAS w
)LSCOA § )J\/U\SCOA 7N SCoA
HS-CoA H,O HSCoA HMG-CoA
HMGR 0 | OH MK 0 \ OH 0\@ oH PMK
HO OH HO o'\
2NADPH 2 NADP* Mévalonate ATP  ADP mévalonate 5-phosphate ~ ATP  ADP
HS-CoA
OH IDI o@ o@
)l\>\\\/\ )k/\ - )\/\ \PIO\P/
o \\ /, o|-| ; ; o \\ /, o|-| X No ™\ 4 “OH
oo
5-diphosphomévalonate IPP DMAPP

Schéma 1 : Voie du mévalonate (MVA).

Des études recentes ont montré que la plupart des archées et certaines bactéries Chloroflexi
possédent des enzymes et des intermédiaires relativement différents de la voie classique
(MVA). A ce jour, trois voies modifiées différentes ont été découvertes : la voie MVA de type
haloarchée®, la voie MVA de type Thermoplasma®’ et la voie MVA des archées (type
aeropyrum). En effet, une nouvelle voie passant par le trans-anhydromévalonate (Schéma 2) a
été découverte récemment dans une archée hyperthermophile Aeropyrum pernix®. Suite & des
alignements de séquences, il semblerait que cette voie type aeropyrum soit présente chez la

plupart des archées et a donc été renommée par les auteurs®, voie des archées.

10
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Schéma 2 : Voie alternative a la voie classique MVA. M3K : mévalonate 3-kinase; M3P5K :
mévalonate 3-phosphate 5-kinase; BMD : bisphosphomévalonate décarboxylase; IPK : isopentényle
phosphate kinase; PMDh : phosphomévalonate déhydratase; AMPD : anhydromévalonate phosphate

décarboxylase; PMD : phosphomévalonate décarboxylase.

1.4 La voie du méthylérythritol phosphate (MEP)

Pendant longtemps la voie du mévalonate était considérée comme 1’unique voie de

biosynthése de I’IPP et du DMAPP, les précurseurs de tous les isoprénoides. Cependant, des

études réalisées sur des bactéries, des algues et des plantes viennent contredire cette certitude.

A lafin des années 50, J. W. Porter et collaborateurs ont montré que le [2-C**JMVA ne semblent

pas étre incorporés dans le B-caroténe de 1’algue verte unicellulaire Chlorella pyrenoidosa®. T.

Ramasarma et T. Ramakrishnan ont montré que Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium

phlei n’incorporent pas les molécules marquées [2-1*CIMVA et [2-1*C]acétate dans la vitamine

11
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K2*. Suite & ce défaut d’incorporation, I’hypothése d’une voie de synthése différente de la voie
MVA a été posée. Padian et al.** ont émis I’hypothése d’une autre voie de biosynthése chez les
bactéries, appelée la voie de I’acétolactate, en étudiant 1’incorporation de [1-1*C] et [2-
14CJacétate dans la chaine latérale polyprényle des ubiquinones chez les bactéries Azotobacter
vinelandii, Pseudomonas sesami, Escherichia coli et Rhodopseudomonas capsulata.
Cependant, cette théorie a été réfutée quelques années plus tard par les travaux de Zhou et White
qui ont démontré I’absence d’incorporation de [méthyl-2Hg]valine, un intermédiaire de la voie

de I’acétolactate proposée, dans I’ubiquinone®.

Finalement, dans les années 1990, une nouvelle voie de synthése de I’IPP et du DMAPP a été

découverte en parallele par le groupe de M. Rohmer et le groupe de D. Arigoni.

L’équipe du Prof. Rohmer a identifié les précurseurs initiaux responsables de la formation de
I’IPP et leur origine métabolique en utilisant des expériences de marquage au [*3C]-glucose
chez Zymomonas mobilis suivies de I’analyse des triterpénes*®. Le glucose est métabolisé par
cette bactérie selon la voie d'Entner-Doudoroff qui conduit a la production du pyruvate et du
glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P). Ce dernier est ensuite converti en plusieurs phosphates de
trioses. En utilisant du glucose marqué en position C-1, C-2, C-3, C-5 et C-6 I’origine de chaque
carbone de I’IPP chez Z. mobilis a pu étre suivi. Il a pu étre montré que le carbone C-3 de I’IPP
provient du C-2 ou du C-5 du glucose et le C-5 de I’IPP provient du C-1 ou du C-4 du glucose
(Figure 8). Les C-1 et C-2 de I’IPP proviennent respectivement des C-4 et C-5 du glucose et C-
4 de I’IPP provient du C-6 du glucose. Les carbones C-4, C-5 et C-6 proviennent d’un

intermédiaire de la voie des phosphates de trioses.
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Figure 8 : La dégradation du glucose dans Z. mobilis selon la voie d'Entner-Doudoroff.

Afin d’identifier cet intermédiaire, différents mutants d’E. coli présentant une déficience pour
une des enzymes de la voie des phosphates de trioses ont été construits. Ces mutants ont besoin

de glycérol et de pyruvate pour croitre. Des expériences d’incorporation de glycérol ou de
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pyruvate marqué au *3C suivie de analyse de I’ubiquinone par **C-RMN ont permis de conclure

que les carbones C-4, C-5 et C-6 proviennent du glycéraldéhyde-3-phosphate®*.

En paralléle, I’équipe du Prof. D. Arigoni a incorporé du D-[5,5-°H;] et du [1-2H]-D-1-
déoxyxylulose dans E. coli en présence de glucose non marqué et a montré que ces molécules
marqueées sont incorporées dans 1’ubiquinone laissant entrevoir que le déoxyxylulose-phosphate
pourrait étre un intermédiaire de cette voie®. Cette équipe a aussi montré en utilisant des
cultures d’embryons de la plante Ginkgo biloba que les deux voies de biosynthése de 1I’IPP
¢taient présentes dans ce végétale. En effet, les auteurs ont montré que 1’unité isoprénoique des
stérols était synthétisée selon la voie du MVA alors que les Ginkgolides (diterpénes) étaient

synthétisés selon la nouvelle voie*®

Depuis la découverte de cette voie de biosynthése qui a été appelée voie du MEP, de
nombreuses études ont été réalisées et toutes les enzymes et substrats ont été identifiés (Schéma
3).
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o DXR / IspC $ o
Moo W° ﬁ;_oe No_g_oe

|

; o) OH OH O

NADPH NADP+

o
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Schéma 3 : Voie du méthylérythritol phosphate.
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La voie du MEP débute par la condensation du G3P avec le pyruvate pour former le 1-désoxy-
D-xylulose-5-phosphate (DXP) catalysée par la 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase
(DXS). Le DXP subit ensuite un réarrangement et une réduction par 1’enzyme 1-désoxy-D-
xylulose-5-phosphate réductoisomérase (IspC ou DXR) en présence de NADPH pour former le
2-C-méthylérythritol-4-phosphate (MEP). Le MEP est alors transformé en 4-diphosphocytidyl-
2-C-méthylérythritol (CDP-ME) par I’enzyme 4-diphosphocytidyl-2-C-méthylérythritol
synthase (IspD ou YgbP) en présence de cytidine triphosphate (CTP). Puis, le CDP-ME est
phosphorylé par I’enzyme 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol-2-phosphate kinase
(IspE ou YchB) pour conduire au 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol-2-phosphate
(CDP-MEP). L’enzyme 2-C-méthyl-D-érythritol-2,4-cyclodiphosphate synthase (IspF ou
YgbB) catalyse la cyclisation du CDP-MEP par la libération d’un cytidine monophosphate
(CMP) pour former le 2-C-méthyl-D-érythritol-2,4-cyclodiphosphate (MECPP). Ce dernier est
converti en diphosphate de (E)-4-hydroxy-3-méthyl-but-2-ényle (HMBPP) par une enzyme
sensible a 1’oxygene, la (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényle diphosphate synthase (IspG ou
GcpE). La derniere étape est la formation simultanée des molécules d’IPP et DMAPP par une
autre enzyme sensible a 1’oxygene, la 4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényle diphosphate réductase
(IspH ou LytB).

Cette voie du MEP suscite beaucoup d’intérét pour la découverte de nouveaux antibactériens et
d’herbicides en développant des inhibiteurs d’enzymes appartenant a cette voie. En effet, la
voie du MEP est présente chez la plupart des bactéries et des apicomplexes (ex. Plasmodium
vivax) a I’inverse de la voie du MV A qui est présente chez les eucaryotes (humains, animaux,
champignons), les archées et quelques bactéries. Chez les plantes, les deux voies sont présentes.
En effet, la voie du MVA, présente dans le cytoplasme permet de synthétiser du FPP précurseur
des stérols alors que la voie du MEP, localisée dans les chloroplastes, permet la synthése des

diterpénes comme le phytol et est donc également a I’origine des caroténoides®’.

Cette différence métabolique, entre 1’étre humain et les bactéries possédant la voie du MEP,
peut étre exploitée afin de développer des médicaments spécifiques et ainsi limiter les effets

secondaires chez I’Homme.

Les différentes enzymes de la voie du MEP seront présentées dans les paragraphes suivants

ainsi qu’une sélection d’inhibiteurs.
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1.4.1 La 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase : DXS

L’enzyme DXS catalyse la formation de DXP a partir du pyruvate et du G3P (Schéma
3). Cette réaction implique une condensation acyloine entre le pyruvate décarboxylé et le G3P.
Ce type de réaction peut étre réalisé par des enzymes dépendantes du cofacteur diphosphate de
thiamine (TDP), telles que la pyruvate déeshydrogénase (PDHC- sous unité E1), la pyruvate
décarboxylase ou une transcétolase.

Deux travaux indépendants ont étudié le génome d’E. coli afin de déterminer I’enzyme
responsable de la formation de DXP. Sprenger et al. ont identifié un cadre de lecture ouvert
(ORF en anglais) ayant une homologie avec des transcétolases et la sous unité E1 de PDHC*.
En paralléle, les groupes de M. Rohmer et de A. Boronat ont émis I’hypothése qu’un opéron
pouvait regrouper les génes de plusieurs enzymes impliquées dans la voie du MEP et se sont
intéressés aux geénes entourant ispA d’E coli*. Le géne ispA code pour une farnésyl-diphosphate
synthase qui est connue pour faire partie de la biosynthese des isoprénoides. Apres clonage des
génes identifiés et expression des enzymes correspondantes, ces travaux indépendants ont
montré que ces enzymes permettaient de catalyser la formation de DXP a partir de pyruvate et
de G3P.

La DXS a besoin du diphosphate de thiamine (TDP) pour catalyser la formation de DXP. Ce
cofacteur doit étre activé avant de pouvoir réagir avec le pyruvate. Lorsqu’il est lié au site actif
de I’enzyme, le TDP adopte une conformation en V qui améne le N-4 du cycle aminopyrimidine
a proximité immédiate du C-2 du cycle thiazolium. Le N-4 du tautomeére imine déprotone le C-
2 pour générer un ylure® (Schéma 4).

B:-\
H ® ° 9 ® "9
N N O—-P-0-P-OH N” N 0-P-0-P-OH
)\\ \ | | S )\ | \ 1 1
H)SS %o % SN SH %0 %o

NH2 .@

Schéma 4 : Le cofacteur TDP et la formation de ’ylure.

La deprotonation convertit le cycle thiazolium en ylure qui va faire une addition nucléophile

sur le pyruvate conduisant apres décarboxylation a une énamine. L’addition nucléophile de
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I’énamine sur G3P suivie d’une déprotonation conduit a la formation de DXP et la libération

de I’ylure de départ. Le mécanisme catalytique de la DXS est illustré par le Schéma 2.

OH
¢\

Schéma 5 : Conversion du pyruvate et du G3P en DXP en présence du TDP active.

Les premiéres structures cristallographiques de I’enzyme DXS, publiées en 2007, sont celles
d’E. coli (PDB: 201S) et de Deinococcus radiodurans (Figure 9A, B) (PDB: 201X) en

présence de magnésium et du diphosphate de thiamine (TDP).

En 2019, Chen et al.>! cristallisent des structures de DXS en présence de mimes de pyruvate, le
méthylacétylphosphonate (MAP), lié¢ au TDP donnant la molécule TDK (Figure 9C) et le
diphosphate de 2-acétyl-thiamine (HTL, Figure 9D). Ces différentes structures fournissent des

informations pour les futures études structurales et pour la conception rationnelle d’inhibiteurs.
Cependant, il existe peu de structures cristallographiques de DXS. D’autres méthodes ont été

développées afin de concevoir de maniére rationnelle de nouveaux inhibiteurs sans structures

cristallographiques.
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TDK: N>=” HTL : =N

Figure 9 : Structure cristallographique de DXR chez D. radiodurans. A) Structure dimérique de
DXR (201X). B) Cofacteur TDP situé dans le site actif (201X). C) TDK situé dans le site actif
(60OUV). D) HTL situé dans le site actif (60UW).

L’équipe d’A. Hirsch a réalisé un design de novo de fragment par des calculs de docking a partir
de la structure de la DXS de D. radiodurans. En complément du docking, une combinaison de
trois techniqgue RMN permet 1’¢élucidation du mode de liaison du fragment pour la protéine.
C’est une méthode innovante basée sur les ligands qui est appelée STI (STD-TrNOE-
INPHARMA). Ainsi, I’optimisation de leur fragment, analogue de la thiamine A (Figure 10) a
été réalisé en suivant cette méthode et a permis de synthétiser un inhibiteur, I’analogue de
thiamine B montrant une constante d’inhibition Kj de 151 uM de D. radiodurans® (Figure 10).
La difféerence de transfert de saturation (STD) et le transfert NOE (trNOE) ont permis de
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confirmer la liaison du fragment optimisé et sa conformation, puis la méthode INPHARMA?®
(Inter-ligands Nuclear Overhauser Effect for Pharmacophore Mapping) a démontré que ce
fragment optimisé se lie dans le méme site de fixation qu’un autre fragment (analogue de
thiamine) qui se lie dans le site de liaison du TDP (substrat).

Design de fragment

de novo (Docking) Optimisation du fragment

STI
(0]
STD-TrNOE-INPHARMA < N\
AN (STD-TrNO ) FC Y Ny
I P \§/ l N/
N
Analogue de thiamine A Analogue de thiamine B
IC,,= 1810 £ 480 uM IC,,=595 £ 81 uM
K.=448 + 129 uM K,=151122 uM
LE=0,33 LE=0,24

Figure 10 : Optimisation de fragment réussi.

Plus récemment, le groupe de C. Freel Meyers a concu une série de molécules dans le but de
développer un inhibiteur bi-substrat se liant dans le site de fixation de 1’adduit pyruvate-TDP
et dans le site de fixation de G3P>*. Pour cela, I’adduit pyruvate-TDP a été mimé par un
phosphonate d’acétyle et le phosphate du G3P par un acide carboxylique chargé négativement.
Les deux entités ont été liées en utilisant la cycloaddition alcyne-azide catalysée par le cuivre(l)
(CUAAC) entre I’alcyne de phosphonate d’acétyle (AP) et 1’azoture dérivé de la D-
phénylalanine (D-Phe).

D-PheTrAP: O
o ©

Site de liaison
du G3P

Figure 11 : Structure du dérivé de la D-phénylalanine (D-PheTrAP)

Ainsi, ils ont obtenu un phosphonate d’acétyle de triazole dérivé de la D-phénylalanine (D-
PheTrAP, Figure 11) qui est I’inhibiteur bi-substrat le plus efficace a ce jour avec une constante
d’inhibition K de 90 + 10 nM pour I’enzyme DXS.
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1.4.2 La 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate réductoisomérase : IspC

L’enzyme IspC, appelée également DXR, catalyse la formation de MEP a partir du DXP.
La découverte et la caractérisation d’IspC se sont faites en plusieurs étapes. Dans un premier
temps, Duvold et al.>® ont montré que du 2-C-méthyl-D-érythritol (ME) marqué au deutérium
a été incorporé dans ’ubiquinone chez E. coli montrant ainsi qu’un dérivé du ME est un
intermédiaire de la voie du MEP. Dans un second temps, Seto et al.® ont identifié le géne yaeM
codant pour I’enzyme responsable de la synthese du MEP en sélectionnant des mutants d’E.
coli qui poussaient sur un milieu minimum contenant du ME mais pas en absence de ME. La
surexpression, la purification et la caractérisation de I’enzyme codée par le géne yaeM ont
montré que I’enzyme catalyse le réarrangement du DXP en un aldéhyde intermédiaire suivi par
une réduction en présence du cofacteur NADPH et des ions Mn?*, Co?* ou Mg?* essentiels pour
son fonctionnement. L’enzyme a été nommée plus tard DXR ou IspC et sa structure est
représentée en Figure 13A en présence du DXP et de NADPH. Le cofacteur naturel de cette

enzyme est le Mg?*.

Au debut de la caractérisation et de 1’élucidation du mode d’action de la DXR, deux
mécanismes ont été envisagés pour le réarrangement de DXP en aldéhyde, soit un
réarrangement de type a-cétolique soit une réaction de type rétro-aldolisation/aldolisation
(Figure 12).

Réarrangement a-cétolique :

M2+ H B: "\

______________________________________

Figure 12 : Réarrangement et réduction du DXP en MEP catalysés par IspC.
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En 2007, Cox et al. ont confirmé que la réaction catalysée par IspC est de type rétro-
aldolisation/aldolisation en étudiant la formation d’un diastéréoisomere, di a la rotation de
I’aldéhyde en 1’absence de I’ion Mg?*, qui ne peut pas étre synthétisé par une réaction de type

a-cétolique®’.

Dans la méme année, Seto et al.>® ont publié la premiére structure cristallographique d’un
complexe quaternaire de 1’enzyme IpsC d’E. coli en présence de NADPH (Figure 13B) et en
présence d’un inhibiteur, la fosmidomycine, de Mg?* et de NADPH (Figure 13C).

Quelques années plus tot, Seto et al. avaient identifié la fosmidomycine, produit naturel de
Streptomyces lavendulae et S. rubellomurinus, comme inhibiteur de la voie du MEP et plus
précisément de I’enzyme DXR montrant une ICso de 8,2 nM et un mode d’inhibition mixte
conduisant avec un Ki de 38 nM®® chez E. coli.. La fosmidomycine se positionne dans le site
actif du DXP (Figure 13 B, C) par complexation de sa fonction N-formyl-N-hydroxylamine
(bidentate) avec I’ion Mg?*,

DXP:
OH o)
_P—OH

0" oH

Fosmidomycine :

oH 9
OQ/N\/\/P\_OH

Figure 13 : Structure cristallographique d’IspC d’E. coli. A) Représentation de I'homodimere. B)
Enzyme IspC d’E. coli en présence du substrat DXP et du cofacteur NADPH (PDB : 1Q0Q). C)
Enzyme IspC d’E. coli en présence de [’inhibiteur fosmidomycine, du cofacteur NADPH et de Mg?*
(PDB : 2EGH).
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A ce jour, la fosmidomycine est le seul inhibiteur de la voie du MEP & étre en phase clinique.
La plupart des développements de nouveaux inhibiteurs se basent sur la structure de la
fosmidomycine afin d’améliorer I’efficacité de cet inhibiteur en modifiant les différentes parties
de la fosmidomycine comprenant le groupement hydroxamate, la chaine carbonée centrale et le
groupement phosphonate®. Ces derniéres années la fosmidomycine a été étudiée pour le
traitement de la malaria. La maladie est causée par cinq especes de Plasmodium dont
Plasmodium falciparum (Pf) qui est la plus répandu, causant 650 000 décés par an,
principalement des enfants d’Afrique subsaharienne®l. Des nouveaux inhibiteurs plus efficaces
sur Plasmodium falciparum ont été synthétisés par analogie avec la structure de la

fosmidomycine (Figure 14) pour lutter contre la malaria.

A) B) C)
R4 Ny
OH  Qon i - |
AN Pon N R g
o OH  o=P~oH o 0=F~oH
Fosmidomycine o OH
y R,R1=H : ICs = 3,1 nM (Pf)
1Cs0 = 8,2 nM (Ec -
K 3 (9 ICso = 243 NM®2 (Ec) Ki =42 nM* (Ec)
Ki =38 nM* (Ec —
| (Fc) R, Ri=F : ICs = 3,0 nM®3 (Pf) Ki=1,9 nM* (Pf)

o 59
Ki =21 nM* (Pf) ICs0 = 120 nM3 (Ec)

Figure 14 : Inhibiteurs de la DXR d’E. coli (Ec) et Plasmodium falciparum (Pf).

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’inhibition de la fosmidomycine, une approche par
fragment a été essayée par Mercklé et al.%®. Des fragments de la fosmidomycine, plus
précisément des analogues de phosphates ont été choisis par docking puis leur potentiel
d’inhibition sur la DXS a été testée (Figure 15). Cependant, ces fragments n’ont pas montré
d’inhibition supérieure a celle de la fosmidomycine malgré les affinités importantes

déterminées par le docking.

o o
i ﬁ N0 OYNPH 0-p o\ O F-oH
HO- P~~~ NH2 HO "\ \& /| OH OH
Ki=4 mM Ki=6,5mM Ki=0,75 mM Ki=4,1mM

(inhibition mixte/non
compeétitive)

(inhibition mixte/non

(inhibition non compétitive)  (inhibition compétitive) compétitive)

Figure 15 : Structures et constantes d’inhibition K; des fragments analogues de phosphate
synthétisés a partir du docking.
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1.4.3 La 4-diphosphocytidyl-2-C-méthylérythritol synthase : IspD

Les premiers travaux pour identifier la troisieme enzyme de cette voie ont été initiés par
Rohdich et al.®® par ’incubation de MEP radiomarqué ([2-1*C]MEP) avec des cellules d’E. coli.
IIs ont été en mesure de purifier partiellement une enzyme capable de convertir le MEP en un
produit inconnu. Ils ont pu montrer que la réaction catalysée fonctionnait mieux en présence de
CTP que d’ATP. Aprés avoir isolé et purifié le produit inconnu, celui-ci a été identifié par RMN
comme étant le 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol (CDP-ME, Schéma 3).

En recherchant dans les bases de données, le géne acsl de Haemophilus influenzae a pu étre
identifié et ’enzyme correspondante catalyse la formation de CDP-ribitol & partir de ribitol 5-
phosphate et de CTP par le transfert d’un groupement cytidine monophosphate. La partie 5’ du
géne acsl de H. influenzae présente des homologies de séquences avec le gene ygbP non annoté
de ce méme organisme et pourrait exprimer une enzyme qui catalyse le méme type de réaction.
Des protéines homologues a YgbP ont également été trouvés dans différents organismes tels
que E. coli, Bacillus subtilis, Arabidopsis thaliana et Plasmodium falciparum mais pas chez les
archées. Ces informations pourraient indiquer que ygbP fait partie de la voie du MEP. La
protéine YgbP (désignée plus tard IspD) a été purifiée a partir d’une souche recombinante d’E.
coli surexprimant le géne ygbP. La protéine correspondante est un homodimére d’environ 50
kDa et les tests d’activités ont confirmé qu’elle catalyse la formation du CDP-ME a partir de
MEP et de CTP en présence des ions Mg?*, Mn?* ou Co?".

Trois structures différentes d’IspD d’E. coli ont été résolues, I’apoenzyme (PDB : 1INJ), le
complexe avec le CTP (PDB : 1152) ou le CDP-ME (PDB : 1INI, Figure 16)°". En s’appuyant
sur ces structures cristallographiques et des librairies de mutants du site actif d’IspD, Richard
et al."%8 ont caractérisé les acides aminés du site actif et montré que le CTP se lie en premier
a I’enzyme, ce qui modifie I’environnement du site actif et favorise ensuite la liaison du MEP.
La structure cristallographique du complexe IspD-CDP-ME (Figure 16) confirme un
mécanisme impliquant une addition nucléophile du MEP sur le phosphate en a du CTP qui

conduit a la formation d’un intermédiaire pentacoordiné®®,
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Figure 16 : Structure cristallographique d’IspD d’E. coli en présence du CDP-ME et de Mg*
(PDB : 1INI). A) Représentation de I’homodimeére. B) Représentation agrandi du site de fixation du
CDP-ME en présence de Mg?*qui est aussi le site de fixation du CTP et probablement du MEP.

La présence d’ions divalents est nécessaire a la réalisation du cycle catalytique et a I’obtention
du CDP-ME et du diphosphate. Le cation divalent permet de stabiliser la formation de
’intermédiaire pentacoordiné et facilite ensuite le départ du groupe diphosphate®®. Le

mécanisme d’IspD est représenté dans le Schéma 6.

go-P=0 ” )j

[ O

I
_—
% °@ °e b
OH OH OH oH ©° °~P//°e OH OH CDP-ME
CTP o0 o +
édiai (o] o

Intermédiaire o 0 0 o

pentacoordiné o-ﬁ--o-ﬁ--o
% % ppi

Schéma 6 : Mécanisme catalysé par ’enzyme IspD.

La conception d’un inhibiteur d’IspD de Bacillus anthracis est au centre de ces travaux de thése.
Ainsi, une partie concernant les inhibiteurs d’IspD décrits dans la littérature fait 1’objet d’une
autre sous partie de cette introduction (cf. 1.5).

1.4.4 La 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol-2-phosphate kinase : IspE

Les enzymes de la voie du MEP sont codées uniquement dans les organismes utilisant
cette voie. Ainsi, la comparaison des données génomiques entre les organismes possédant la
voie du MEP et ceux possédant la voie du MVA a permis d’identifier le géne ychB d’E. coli.

Apres surexpression de ce gene, une protéine de 31 kDa a été isolée et elle catalyse la formation

23



Chapitre 1 : Introduction Générale

de CDP-MEP a partir de CDP-ME et d’ATP. Les auteurs ont confirmé que cette enzyme faisait
partie de la voie du MEP en incubant dans les chloroplastes de Capsicum annuum du [2-
14C1CDP-MEP qui a conduit & du B-caroténe marqué®®. En paralléle de ce travail, Kuzuyama et
al. ont également identifié et cloné le géne ychB d’E. coli’. Ils ont isolé le produit de réaction
de cette kinase a 1’aide d’une purification par HPLC et ont caractérisé par RMN H, 3C et 3!p,
le CDP-MEP™,

La premiere structure cristallographique d’un complexe ternaire d’IspE d’E. coli en présence
de CDP-ME et d’AMP-PNP (Figure 17, adénylyl-imidodiphosphate - analogue structurel non
hydrolysable de I'ATP) a été publiée en 2003 par Miallau et al.”? (Figure 18).

H,N
N
NTS \>
"\ Z=N
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C)\/ 0 "NS
HOw
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[} |
H OH OH OH

Oun

Figure 17 : Adénylyl-imidodiphosphate (AMP-PNP)

L’enzyme IspE est similaire a la famille des kinases GHMP (Galactose, Homosérine,
Mévalonate, Phosphomévalonate) qui sont des enzymes ATP dépendantes. Comme les GHMP,

IspE possede deux sites de liaison : un site ATP, et un site pour le substrat CDP-ME.

Figure 18 : Structure cristallographique de I’enzyme IspE d’E.coli et de son site actif (PDB : 10J4).
A) Enzyme IspE formant un complexe avec le CDP-ME et I’AMP-PNP. B) Agrandissement du site
actif comprenant I’AMP-PNP (a gauche) et CDP-ME (a droite).
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Les donneées cristallographiques et la ressemblance avec les kinases GHMP ont permis
d’élucider le mécanisme d’ISpE (Schéma 7) qui débute par I’addition nucléophile de la fonction
alcool du C-2-OH du CDP-ME sur le y-phosphate de I’ATP qui conduit a la formation d’un
intermédiaire pentacoordiné qui engendre la formation du CDP-MEP et la libération
d’adénosine diphosphate (ADP).
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Schéma 7 : Mécanisme catalytique d’IspE.

L’enzyme IspE d’E. coli présente entre 30 et 38 % d’identité et montre une structure similaire
avec les enzymes ISpE de M. tuberculosis (PDB : 3PYD), Thermus thermophilus (PDB :
1UEK) et Aquifex aeolicus (PDB : 2V2Z). La conception d’un inhibiteur spécifique d’ISpE
devrait cibler les sites de liaison du substrat CDP-ME, et non le site de I’ATP pour des raisons

de sélectivité par rapport aux kinases présentes chez I’humain.

En 2007, Hirsch et al. ont synthétisé des inhibiteurs ciblant spécifiquement le site CDP-ME.

Un inhibiteur, le « Composé 12 » d’IspE d’E. coli a ainsi été obtenu et montre une constante K;
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de 290 nM” (Figure 19A). D’autres exemples d’inhibiteurs d’IspE sont des analogues de la
cytidine comme par exemple I’inhibiteur NVG de A. aeolicus qui a été cristallisé dans le site
de liaison de la partie CDP™* (Figure 19B).

A) B)

A 73
Compose 12 NVG™ Inhibiteur NVG
IspE (E. coli) ISpE (A. aeolicus)
Ki =290 nM Ki = 86 UM

Figure 19 : Inhibiteurs de I’enzyme IspE. A) Structure d 'un inhibiteur de IspE d’E. coli. B)
Représentation de la struture de l'inhibiteur NVG de A. aeolicus et de sa representation
tridimensionnelle dans le site actif d’IspE en présence d’ion sulfate SOs*(PDB : 2V2Q).

1.45 La 2-C-méthyl-D-érythritol-2,4-cyclodiphosphate synthase : IspF

Lors de la découverte du géne ygbP codant pour IspD, Rohdich et al. ont constaté que
ce geéne était étroitement lié au géne non annoté ygbB sur le chromosome d’E. coli®®, et que ces
deux génes pourraient étre co-transcrits. Ces deux genes ont également été trouvés dans des
positions adjacentes sur les chromosomes de 21 autres bactéries, ce qui suggere que la protéine
YgbB est impliquée dans la voie du MEP. Le gene yghB surexprimé chez E. coli a permis de
purifier une protéine de 17 kDa qui catalyse la formation de MECcPP lorsqu’elle est incubée
avec du CDP-MEP et en présence d’un cation divalent (Mg?* ou Mn?*)®,

L’incubation de [2-*C]MEcPP chez des chromoplastes isolés de Capsicum annuum conduit a

la production de caroténoides marqués, confirmant ainsi que le MECPP est un produit de la voie

du MEP. Le mécanisme de I’enzyme Y gbP, appelée aussi IspF est décrit dans le Schéma 8.
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Schéma 8 : Mécanisme catalytique d’|1spF.

L’enzyme IspF catalyse I’addition nucléophile du 2-phosphate (C-2 du ME) sur le 4-phosphate
(C-4 du ME) conduisant a un intermédiaire pentacoordiné puis a la formation de MECPP et de
CMP?.

Figure 20 : Struture cristallographique de I’enzyme IspF avec ses produits de réaction MECPP et
CMP (PBD :1H48).

Malgré de nombreuses études sur la structure et le mécanisme d’IspF, peu d’inhibiteurs ont été
décrits dans la littérature. Parmi ceux-ci, un composé non analogue de la cytidine, un dérivé de
la thiazolopyrimidine, a été décrit par Geist et al. en 201076, 1l posséde des ICso remarquables
de 9.6 uM (P. falciparum) et 6.1 uM (M. tuberculosis) sur IspF (Figure 21A).

En 2011, Begley et collaborateurs réalisent un criblage de fragments sur IspF de Burkholderia
pseudomallei par RMN et des structures cristallographiques des complexes IspF-fragments ont

ensuite permis de confirmer les modes de liaison des fragments avec I’enzyme’’®. Aprés
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optimisation par synthése de leurs fragments (« fragment linking » cf.1.6.2.3), un composé
montrant une constante de dissociation Kp de 70 uM pour le site actif (Figure 21B, C), a été
obtenu. Ce Kp est équivalent a celui de la cytidine diphosphate (partie du substrat de I’enzyme,

Kp = 75 uM). Cependant, ce composé ne montre aucune activité antibactérienne sur B.

77b

pseudomallei

Br OH

ICs50 = 9.6 UM (P. falciparum)
ICs0 = 6.1 UM (M. tuberculosis)

Figure 21 : Inhibiteurs de I’enzyme IspF. A) Dérivé de thiazolopyrimidine. B) Analogue du CTP. C)
Structure cristallographique d’IspF de B. pseudomallei avec son inhibiteur, analogue du CTP (PDB :
3Q8H).

1.4.6 IspDF enzyme bifonctionnelle

Lorsque les premiers cadres de lecture ouverts (Open Reading Frame, ORF) codant pour
les enzymes IspD et IspF ont été découverts, ils ont permis de mettre en évidence que plusieurs
bactéries contiennent les deux génes ygbP et ygbB fusionnés en une seule séquence®, laissant
supposer 1’expression d’une enzyme bifonctionnelle douée des activités catalytiques
correspondantes a celles de IspD et IspF. La premiere étude réalisée sur IspDF de
Campylobacter jejuni par Hunter et collaborateurs a montré que cette enzyme convertit le MEP
en CDP-ME et le CDP-MEP en MECPP. La présence d’IspE et d’ATP sont nécessaires pour
transformer le CDP-ME en CDP-MEP. Un marquage au *C du CDP-MEP a permis de
caractériser sa transformation en MECPP par catalyse d’IspDF. La présence d’ion divalent est
nécessaire au fonctionnement de I’enzyme’®. Les mécanismes sont similaires a ceux d’IspD et

d’IspF et ne sont donc pas décrits.

La premiere structure cristalline d’IspDF de I'enzyme Campylobacter jejuni montre une
architecture claire a deux domaines visibles avec les parties N et C-terminales de la protéine

correspondant respectivement a IspD et IspF (Figure 22).
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IspF

Figure 22 : Structure cristallographique de ’enzyme IspDF de Campylbacter jejuni (PDB :1W57).

1.4.7 La (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényle diphosphate synthase : IspG

En 1992, Baker et collaborateurs découvrent un cadre de lecture ouvert inconnu chez E.
coli et leurs études montrent que ce géne nommé gcpE est essentiel a la survie de I’organisme’®.
Des recherches sur les bases de données ont permis d’identifier ce gene comme exclusif aux
bactéries et aux chloroplastes de plantes. De plus, un mutant d’E. coli contenant les genes
codant pour la mévalonate kinase (MF), la 5-phosphomévalonate kinase (PMK) et la
décarboxylase MDD (Schéma 1) a été construit. Ce mutant est capable de synthétiser ses
isoprénoides a partir de mévalonate en plus de sa voie du MEP endogene. Si on supprime le
géne gcpE de ce mutant, il est capable de croitre uniqguement lorsque le milieu est complémenté
par du mévalonate. Cela signifie que gcpE est un géne de la voie du MEP, De plus, au
laboratoire, I’incubation de [1-*H]méthylérythritol (ME) a été réalisé chez un mutant d’E. coli
capable d’utiliser le MV A pour synthétiser I’IPP et dont le géne dxs a été délété afin de favoriser
I’incorporation de ME. Dans ce mutant, le géne gcpE a été délété pour essayer d’accumuler le
substrat de I’enzyme GepE. Ce mutant transforme le ME radioactif en [1-3H]méthylérythritol
2-4-cyclodiphosphate montrant que le MECPP est le substrat de GepE®!.

L’incubation de [U-3C]DX, premier produit de la voie du MEP marqué au *C sous la forme
non phosphorylée, avec une souche E. coli surexprimant les génes des enzymes IspC, D, E, F
et G et une kinase a permis de caractériser le diphosphate de (E)-4-hydroxy-3-méthyl-but-2-
ényle (HMBPP) par RMN du 3C, cela suggére que HMBPP est le produit de GepE®2. Des
études réalisées au laboratoire en collaboration avec le Prof. A. Marquet ont permis de mettre
au point le premier test enzymatique de GepE qui a confirmé que HMBPP est bien le produit
de GcpE et & montrer que cette enzyme est sensible a ’oxygene® et qu’elle contient un centre
[4Fe-4S]?* 8384,
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Le mécanisme de 1’enzyme GCpE, appelé aussi I1SpG, est encore en cours d’élucidation. Des
études cristallographiques et de résonance paramagnétique électronique (RPE) ont permis

d’obtenir des détails sur le mécanisme.

6, 9 o) <
Ol o o G)O\H_,_-, o H---0-R-0_o
o ©o SP-0, oo

0 o5 e o, PO

n, . 10 @ (o)
HO/ )3_/0 HO/’ / o O
. —

ore 2+[ ?%:?TOH 2+[ ?2‘!7 ﬁ/r\H 2,,[ ?2& ?/r«

[4Fe4s)?* [4FedS]2* [4Fe4S]?*
0 o
€] O 0 o 9 [o JN o}
H----0-B—0 .0 H----0-RP-0_ 0 H---0-B— TR
c'»\ So° P(oe O 9\0 P(oe o— e\oo‘ oe No o Mom
+ e’ ‘0 TEI , - ,@ 0 H* Oe Oe
> re OH
/5—/ /5—/ HMBPP
+
% 1 [ éﬂ [ 7R }
[4Feas]?* [4Fe4s]** [4Feas]?* 5@
B a [4Feds]?*

Schéma 9 : Mécanisme proposé pour la réaction catalysée par I’enzyme IspG. TEI, transfere

d’électron interne.

Le mécanisme proposé (Schéma 9) débute par la formation du complexe I1spG, MECPP (1) via
la formation d’une liaison de coordination entre un atome de fer du centre [4Fe-4S] 2" et
I’oxygéne de ’alcool en position C-4. La rupture de liaison du MECPP entre le carbone C-4 et
le deuxieme phosphate conduit a la formation d’un intermédiaire cationique lié au centre [4Fe-
4S)?*. Le transfert d’un électron conduit au radical (I'-[Fe4S4]%*) qui est interchangeable avec
la forme cationique du centre (I-[4Fe-4S]3") via un transfert d’¢électron interne (TEN®. Le
transfert d’un second électron permet d’aboutir a la formation de I’intermédiaire anionique li¢
au centre [4Fe-4S]?* conduisant & la formation de I’HMBPP et 1’élimination d’une molécule

d’eau.

Les structures cristallographiques de I'holo-IspG d'Aquifex aeolicus (PDB : 3NOY) et de
Thermus thermophilus (PDB : 2YOF) sont décrites dans la littérature ainsi que la structure du
complexe IspG-MEcPP chez Thermus thermophilus (PDB : 4G9P). Parmi les organismes
pathogénes pour I’Homme, seule la structure de Bacillus anthracis a été déposée dans la PDB

en 2013 (PBD : AMWA) mais sans aucune publication associée.
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Figure 23 : Représentation cristallographique de I’homodimeére d’IspG de Thermus thermophilus
en présence du substrat et d’un inhibiteur. A) Struture cristallographique de I’homodimeére de
[’enzyme IspG avec le substrat MECPP et le centre [4Fe-4S] (PBD :4S38). B) Agrandissement du site
actif d’IspG avec le substrat MECPP (noir) et le centre [4Fe-4S] (jaune) (PBD :4S38). C)
Agrandissement du site actif d'IspG avec ['inhibiteur (noir) et le centre [4Fe-4S] (jaune)

(PBD :4S3E).

Les différentes structures d’IspG permettent de comprendre d’avantage le fonctionnement de
cette enzyme. L’homodimeére en position « téte-queue » possede une forme fermée et une forme
ouverte®. La catalyse se déroule dans les cavités "fermées" du site actif du dimére (Figure 23A).
En effet, la fixation du substrat entraine la formation de la forme fermée. Cette forme fermée
permet de protéger les intermédiaires réactionnels du milieu extérieur. La libération du produit
nécessite une transition vers la conformation ouverte. Des analyses de RPE et HYSCORE ont
démontré que le composé propargyle (Figure 23C) inhibe I’enzyme avec une 1Cso de 770 nM
en se liant & la forme fermé®®. L>alcyne va faire une liaison de coordination avec un fer du centre
[4Fe-4S]. La constante de dissociation K et le mode d’inhibition n’ont pas été déterminées.
D’aprés les auteurs, le mode de liaison de I’inhibiteur (Figure 23C) rappelle celui du produit
naturel HMBPP et l'inhibition est plus probablement le résultat d'une liaison compétitive au
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niveau du site actif de I'enzyme. L’inhibition par le propargyle a été mesurée sur I’enzyme d’E.

coli et reste a ce jour le meilleur inhibiteur d’IspG.

1.4.8 La 4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényle diphosphate réductase : IspH

La derniere enzyme de la voie du MEP est I’enzyme IspH qui catalyse la
déshydroxylation réductrice du HMBPP en IPP et DMAPP. Dans les années 1990, le géne
codant pour ’enzyme LytB chez E. coli a été mentionné la premiére fois pour son implication
dans la résistance a la pénicilline®’. Des homologues & LytB d’E. coli ont été trouvés chez
Haemophilus influenza, Synechocystis et d’autres organismes possédant la voie du MEP. En
2000, Cunningham et al® établissent le lien entre LytB et la derniére étape de la voie du MEP
en mutant le géne codant pour LytB dans la cyanobactérie Synechocystis sp. PCC 6803. En
effet, ils ont observé que des mutations dans LytB conduisaient a I’absence de survie
bactérienne mais que 1’addition d’isopenténol et de I’alcool diméthylallyle permettait de
restituer la croissance bactérienne. Les cellules d’E. coli déficientes en enzyme active
formeraient des sphéroblastes en raison du manque d'isoprénoides nécessaires a la production
du bactoprénol®®. La fonction de ces lipides dans la biosynthése de la paroi cellulaire explique
également I'observation initiale de I'implication de LytB dans la résistance a la pénicilline. Ces
différents résultats démontrent la participation de LytB (appelé plus tard IspH) dans la voie du
MEP. Une expérience avec une souche d’E. coli mutée qui surexprime les enzymes IspC, D, E,
F, G et H et une kinase a permis de suivre la production d’IPP et de DMAPP marqués au *C a
partir de [U-13Cs]-DX par analyse RMN 3C%, IspH catalyse le méme type de réaction que

I’enzyme IspG, ainsi la présence d’un cluster [4Fe-4S] a été supposée.

En 2003, Wolff et al®® ont montré que I’enzyme IspH est active aprés reconstitution de son
centre [4Fe-4S]%* en boite & gant, sous atmosphére inerte et en présence de FeCls, NayS et DTT
et que ’enzyme convertit ’HMBPP en IPP et DMAPP avec un ratio 6 : 1. Des études
complémentaires par RPE®! et de spectroscopie Mdssbauer ont permis de caractériser le centre
[4Fe-4S] de IspH®2.

Le mécanisme d’IspH (Schéma 10) n’est pas entierement élucidé surtout 1’étape de réduction
et d’¢limination de I’eau. La premiére étape du mécanisme catalytique d’IspH a été démontrée
par spectroscopie Mdssbauer®® et implique la liaison du OH de "THMBPP a I’un des fer du [4Fe-
4S)?*. De nombreuses études de spectroscopie RPE, de cristallographie et d’enzymologie ont

permis de proposer le mécanisme suivant pour la réduction et I’élimination d’eau®.
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Schéma 10 : Mécanisme catalytique de I’enzyme IspH.

Aprés la réduction du centre [4Fe-4S]%* soufre par un systéme biologique, un n-complexe est
formé aprés la rotation du CHp-OH®*%. Le transfert de deux électrons du cluster [4Fe-4S]**
vers le substrat conduit a I’élimination d’une molécule d’eau et & la formation d’un complexe
entre un anion allylique et le cluster [4Fe-4S]3*. Un autre électron est apporté au cluster qui
passe sous la forme [4Fe-4S]?* et la protonation de ’anion allylique conduit & la formation
d’IPP et de DMAPP. La formation d’IPP ou de DMAPP dépend du carbone qui sera protoné.
En effet, I’TPP est produit lorsque le carbone C-2 est protoné et le DMAPP lorsque le carbone

C-4 est protoné®?.

Plusieurs structures cristallographiques d’IspH d’E. coli et d’A. aeolicus sont disponibles® et
celle de I’apicomplexe P. falciparum a été déposée dans la PDB (4N7B)%. Les différentes
structures cristallographiques d’IspH d’E. coli en présence du substrat ont permis de visualiser
le cluster [4Fe-4S] en interaction avec ’HMBPP (Figure 24A, B) et avec différents inhibiteurs
(Figure 24C, D).

Les inhibiteurs les plus efficaces a ce jour sont des analogues de ’HMBPP dont le groupement
OH est substitué par un thiol (TMBPP) ou une amine (AMBPP) avec respectivement une ICso
de 150 nM et 210 nM®* pour 1’enzyme d’E. coli. Leur Ki et leur mode d’inhibition ont été
déterminés au laboratoire. TMBPP est un inhibiteur compétitif montrant une valeur de K; de 24
nM pour IspD d’E. coli et AMBPP est un inhibiteur de type « slow-binding » d’IspH d’E. coli
avec un Ki de 54 nM® (Figure 24C, D).
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Figure 24 : Structure cristallographique d’IspH d’E. coli. A) L enzyme IspH. B) Liaison entre
[’HMBPP et le cluster (PDB : 3KES8). C) Liaison entre I’AMBPP et le cluster (PDB : 4H4D). D)
Liaison entre le TMBPP et le cluster (PDB : 4H4E).

La résolution des structures cristallographiques des complexes de IspH-AMBPP et IspH-
TMBPP chez E. coli®*!® ainsi que des études de spectroscopies Mdsshauer de ces complexes
ont permis de montrer que ces inhibiteurs forment une liaison de coordination avec un fer du
centre [4Fe-4S]%* %2,

Ces voies métaboliques, MVA et MEP, sont essentielles a la survie de tous les organismes
vivants. Les études réalisées jusqu’a présent ont démontré que la voie du MVA est
majoritairement présente chez les animaux, les humains, les archées, les champignons et dans
le cytoplasme des plantes alors que la voie du MEP est présente dans les chloroplastes des
plantes, les protozoaires apicoplastes comme P. falciparum responsable de la malaria, de
nombreuses bactéries pathogénes comme M. tuberculosis et B. anthracis responsable
respectivement de la tuberculose et de I’anthrax'®. La découverte de la voie du MEP et sa
différence métabolique par rapport a la voie du MVA en fait une cible pour le développement

de nouveaux agents anti-infectieux et herbicides'%.
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1.5 Les inhibiteurs de IspD

L’objectif de cette thése est le développement d’antibiotiques ciblant la troisieme
enzyme de la voie du MEP, IspD chez le pathogene Bacillus anthracis. La conception
d’inhibiteurs de I’enzyme IspD d’organismes comme Arabidopsis thaliana (At-IspD),
Plasmodium vivax (Pv-IspD), Plasmodium falciparum (Pf-IspD) et E. coli (Ec-IspD) a déja été
exploré. Cependant, aucun inhibiteur d’IspD de B. anthracis (Ba-I1spD) n’a encore été décrit.
Un résumé des molécules publiées ciblant IspD est donné ci-dessous afin de comprendre les

différents mécanismes d’inhibition mis en jeu.

Le site actif d’IspD est hautement conservé entre les différents organismes (bactéries et plantes).
Il est situé a l'interface du dimeére, ce qui le rend plutdt exposé aux solvants. De plus, le site de
fixation du CTP & un caractére hydrophile dominant'®®, L’exposition au solvant et le caractére
hydrophile important du site actif ne sont pas toujours en faveur du développement d’inhibiteur
compétitif d’IspD. On peut également cibler un site allostérique avec un inhibiteur plus « drug-
like », c’est-a-dire avec des propriétés similaires aux medicaments déja commercialisés. Des
inhibiteurs du site actif ainsi que des inhibiteurs allostériques ont été trouvés et étudiés par

plusieurs groupes et quelques exemples sont illustrés dans le Tableau 1.

N° | Organisme ﬁ:&gﬁ Inhibition Structure 2D Structure 3D
oH 1]
1 E. coli Site actif ICs0 = 1,38 mM% O(H'}HAUZEOH /
2 E. coli Site actif ICs0 = 20,4 mM*% ¢ ﬂ
Fosmidomycine Docm (Ec IpD)
Kipvep) = 21 M1 g:‘”/\ ‘.:L c
3 E. coli Site actif Kicre) = 47 M1 rr O
MEP-N Docking (Ec-IspD)
E. coli ICs0 = 0,7 MM/ 95‘“/\,3\—0H 4 Y
4 Site actif b L2 O X A‘,}Q( g
H — 107 224
P. falciparum ICs0=1,3mM MEP-5F Do/cking EortsnD)
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Tableau 1 : Résume des caractéristiques de quelques inhibiteurs d’IspD. Les expériences de docking
sur Pf-IspD sont basés sur [’homologie de structure avec Ec-1spD, [’ion cadmium est en beige (4NAK)
et les ions potassium en marron (2YC3 ; 2YC4). Parameétres : concentration inhibitrice médiane
(I1Cs0), constante d’inhibition (K).
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a. Site actif

Les premieres études réalisées afin de développer un inhibiteur compétitif du site actif ont été
effectuées par Lillo et al. Un analogue du MEP, le L-Erythritol-4-phosphate (L-E4P) a montré
une trés faible inhibition d’IspD d’E. coli, avec une ICso de 1,38 mM!% (Tableau 1, Entrée 1).

En 2011, le groupe du Prof. Audrey Odom a réalisé des experiences de docking de la
fosmidomycine sur I’enzyme Ec-1spD et a obtenu un Glide score encouragent de -12,16 pour
le site de liaison du CTP. Cependant, apres avoir realisé des tests enzymatiques de la
fosmidomycine sur Ec-1spD une ICso de 20,4 mM*® a été déterminée indiquant une inhibition
tres faible (Tableau 1, Entrée 2).

Plus récemment, un nouvel inhibiteur analogue du MEP portant une fonction azoture (Tableau
1, entrée 3, MEP-N3) a été synthétisé par Z. Baatarkhuu et a montré de meilleurs résultats
comme inhibiteur du site actif. Il s’agit d’un inhibiteur mixte par rapport aux deux substrats
avec une constante d’inhibition de 21 uM (aKi = 54 uM) lorsque la concentration en MEP est
variée et de 47 pM (aK; = 105 pM) lorsque que c’est celle du CTP est variée'®. Jusqu’a présent,
c’est le meilleur inhibiteur publié du site actif d’IspD d’E. coli (Tableau 1, Entrée 3). Ces
résultats montrent que le potentiel d'inhibition trés élevé de MEP-N3z par rapport aux autres
inhibiteurs décrits pour Ec-IspD est trés probablement di au fait que le MEPN3 peut se lier aux
deux poches du site actif (site CTP, site MEP).

En 2018, C. Freel Meyers et al. ont étudié des substrats alternatifs du MEP dont le phosphonate
de (5S)-D-méthylérythritol monofluorométhyle (Tableau 1, entrée 4, MEP-5F). Des études
cinétiques ont montré que cet analogue inhibe les enzymes Ec-IspD, Pf-l1spD avec des ICso
respectives de 0,7 mM et 1,3 mM*%’. L’inhibiteur étant un analogue du MEP, les auteurs ont
émis ’hypothése que I’inhibition était compeétitive mais aucune analyse ne 1’a encore
confirmée. Des tests enzymatiques du MEP-5F ont été réalisés également pour 1’enzyme IspD

de M. tuberculosis mais aucune activité inhibitrice n’a été observée.

En 2015, le groupe de A. Odom a étudié le potentiel anti-infectieux du composé 1R,3S-
MMV008138 contre la malaria en ciblant I’enzyme Pf-IspD'®® (Tableau 1, Entrée 5). Le
composé est issu de la chimiotheque "Malaria Box" constituée de composeés antipaludiques qui
sont des inhibiteurs de la croissance de Plasmodium®®. Il a été montré que cette molécule inhibe
Pf-IspD et qu’il s’agit d’un inhibiteur compétitif du CTP montrant un K; de 14 nM (Tableau 1,
entrée 5). Cette molécule est également un inhibiteur non-compétitif du MEP. De plus, les

¢tudes cinétiques ont montré que cette molécule inhibe aussi 1’enzyme IspD de Plasmodium

37



Chapitre 1 : Introduction Générale

vivax (Pv-IspD) avec une ICsg de 310 nM et une valeur de Ki de 230 UM correspondant a une
inhibition compétitive par rapport au CTP%, Cependant, ce composé 1R,3S-MMV008138 n’a
aucune activité inhibitrice sur les autres pathogénes E. coli et M. tuberculosis.

L’année suivante, ce méme groupe, a réalisé un criblage a haut débit afin de découvrir des
inhibiteurs sélectifs d’IspD de Plasmodium. Aprés I’identification d’un motif 2-phényl
benzo[d]isothiazol-3(2H)-one (BITZ), des analogues ont été synthétisés par relation structure-
activité autour de ce motif chimique en améliorant les propriétés inhibitrices. Le composé 2-
(4'-méthoxy-[1,1'-biphenyl]-3-yl)benzo[d]isothiazol-3(2H)-one (Tableau 1, entrée 6, BITZ-8)
est une molécule prometteuse parmi les nombreuses molécules synthétisées et montre des ICso
de 210 nM et 54 nM pour Pf-IspD et Pv-IspD respectivement!®, L’inhibition est supposée étre
compétitive par rapport au substrat CTP. En effet, le docking réalisé sur un modele de Pf-IspD,

obtenu par homologie avec Ec-IspD, a montré que I’inhibiteur se fixe dans le site du CTP.

b. Site allostérique

Le groupe de F. Diederich a étudié I’inhibition de I’enzyme IspD d’Arabidopsis thaliana (At-
IspD). Trois différentes classes d’inhibiteurs ont été synthétisées, les azolopyrimidines!!, les
pseudilins''? et les phenylisoxazole!'® (Tableau 1, entrée 7, 8, 9, 10) qui ciblent le méme site

allostérique.

Les dérives azolopyrimidines 1 et 2 ont été identifiés par une méthode de criblage a haut débit
(HTS) et sont les inhibiteurs les plus efficaces sur At-IspD montrant des I1Cso de 1’ordre du
nanomolaire et une forte activité herbicide!!* (Tableau 1, entrée 7 et 8). Les dérivés pseudilins
et phénylisoxazoles montrent des 1Cso sur At-IspD respectivement de 1,4 uM en présence de
Cd?* et de 9,3 uM (Tableau 1, Entrée 9, 10). Ces trois classes d’inhibiteurs trés différents
structuralement ciblent le méme site allostérique relativement malléable. Des études
cristallographiques ont montré qu’aprés liaison des inhibiteurs, des changements de
conformation de I’enzyme, plus précisément d’une boucle proche du site actif empéchent
I’approche du CTP. Le dérivé pseudilin a également eté testé sur Pv-IspD et a montré une ICso
plus faible de 57 pM en présence de Cd?*. Cette molécule est également active sur la souche
Pf-IspD NF54, qui est une souche sensible a la chloroquine (antipaludique) et montre une ECso
de 1,27 puM*2 La comparaison des structures cristallographiques d’E. coli et d’At-IspD

semblent indiquer que les acides aminés (Asp179 et Glu262) impliqués dans la liaison entre les
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inhibiteurs a At-IspD ne sont pas orientés favorablement chez Ec-IspD et non conservés car

Glu262 correspond a un Asp262 chez E. coli.

A la suite des travaux, Wang et al. ont développé des inhibiteurs de At-IspD en remplacant, de
facon bioisostérique, la structure du noyau de la pseudilin''#, L’inhibition a été démontrée avec
une ICso de 3,27 uM pour le meilleur analogue, le 4-Bromo-5-(3,5-dibromo-2-hydroxyphenyl)-
3-trifluoromethyl-1H-pyrazole qui a montré une activité herbicide excellente (Tableau 1, entrée
11, PPZ).

Ces informations sur les différents inhibiteurs d’IspD de différents organismes permettent de
comprendre qu’il est difficile de concevoir un inhibiteur d’IspD. Cette enzyme semble posséder
différents sites de fixation possibles, comme le site allostérique découvert chez At-1spD. Afin
d’augmenter notre chance de découvrir un inhibiteur qui se lie soit au site actif ou a un site

allostérique, nous avons décidé d’utiliser une approche par fragment.
1.6 L’approche par fragment

Le développement d’un nouveau médicament peut prendre plus d’une dizaine d’années
et nécessite des investissements conséquents''®. Les différentes étapes d’élaboration d’un
médicament commencent par le choix de la cible, suivi de la sélection de molécules qui sont
ensuite optimisées en molécules candidat-médicament pour terminer par des études
précliniques et cliniques. Si la molécule dépasse 1’étape des phases cliniques, le médicament

est enfin approuveé par la FDA (Figure 25).

Optimisation
vers des Test précliniques
candidat- et cliniques
médicaments

. a a8
N Second criblage Médicament
° Premier criblage (Peu de molécules)
Biomolécules (Nombres de

molécules > 103)

Figure 25 : Processus de développement de médicaments.
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Les tests de criblage sont initialement effectués in vitro sur les cellules, les lysats cellulaires ou
dans notre cas sur I’enzyme purifi¢e IspD de Bacillus anthracis. Les tests in vivo
(animaux/humains) ont un cout élevé. Il est donc nécessaire de restreindre le nombre de

molécules et de s’assurer de leur 1égitimité a entrer dans les phases cliniques.

1.6.1 Recherche de nouveaux médicaments et criblage a haut debit

Afin d’élaborer de nouveaux médicaments, différentes approches sont utilisées telles que la
modification de médicaments existants, I’étude de molécules naturelles bioactives, ou encore
la chimie combinatoire et/ou le criblage & haut débit ou HTS (high throughput screening).
L HTS permet de cribler des millions de molécules sur une ou plusieurs cibles biologiques afin
de sélectionner des composés biologiquement actifs, appelés « touches » (hits en anglais) qui
apres optimisation conduisent a des molécules « tétes de série » (lead en anglais), suivi de leur

développement en candidat médicament et médicament.

Dans les années 1990, la technique HTS fut trés utilisée dans 1’industrie pharmaceutique pour
la génération de touches sur certaines cibles thérapeutiques. Sa mise en ceuvre avec les
récepteurs couplés aux protéines G (RCPGSs) a permis 1’avénement du Maraviroc dans la lutte
contre le VIH. Lorsque les cibles étaient des kinases le Lapatinib a été découvert et a permis de
lutter contre le cancer!!®. Cependant, malgré la grande quantité de molécules touches ou tétes
de série testées par HTS tres peu avaient les caractéristiques physico-chimiques adéquates pour
entrer en phases précliniques et cliniques. De plus, I’HTS n’est pas suffisant pour cribler toute
I’étendue de I’espace chimique possible, avec une quantité de molécules pouvant exister
estimée a 10%, ce qui est beaucoup plus important que les millions déja criblées par HTS!.
Cet espace chimique est défini comme le nombre théorique de molécules réalisables en tenant

compte de toutes les combinaisons d’atomes et de fonctionnalités disponibles.

La recherche de médicaments par HTS a permis de créer des chimiotheques de molécules et
des bases de données de médicaments donnant accés a de nombreuses informations sur les
propriétés physico-chimiques des molécules tétes de série. En 1997, Lipinski s’intéressa aux
médicaments administrés par voie orale afin de déterminer s’ils avaient des propriétés
distinctives®®®. A partir de ces données, des régles ont été établies pour guider la conception de
molécules ayant des propriétés pharmacocinétiques adéquates au niveau de I’absorption, la

distribution, le métabolisme et I’excrétion (ADME)**°.
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Ces regles ont été appelées régles de Lipinski ou la régle des 5 :

» Poids moléculaire (MM) <500 Da (ou g/mol)
» Nombre de donneurs de liaison H <5
» Nombre d’accepteurs de liaison H <10

» Caractere lipophile, Log P <5

A la suite de ces régles, de nombreux groupes ont étudié les propriétés des molécules types
médicaments. Verber et al proposent deux nouvelles régles en se basant sur des expériences de

biodisponibilité orale chez le rat'?° :

» Nombre d’angles de rotation <10
> Surface polaire < 140 A2

Ces recommandations sont utiles pour déterminer des tétes de série qui ont une biodisponibilité
orale viable pour le développement de médicament mais ne sont pas forcément pertinentes pour
les médicaments. Hann et al, ont démontré que plusieurs médicaments sur le marché avaient
des masses molaires et des lipophilies (LogP) différentes des recommandations établies'?!. De
plus, ces travaux ont aussi montré que des composés avec une masse molaire comprise entre
100-350 Da et un LogP inférieur a 3 étaient a ’origine de meilleures touches. Cette différence
de propriétés physico-chimiques entre le composé touche et le médicament s’explique par
I’étape d’optimisation qui augmente le poids moléculaire (MM) et la lipophilie (LogP). Ainsi,
si la touche initiale posséde déja des propriétés physiques analogues a celles d'un médicament,
le processus d'optimisation est susceptible de conduire a des composés ayant des propriétes
moins intéressantes. L’optimisation de molécules plus simples et plus petites que les composés
touches est préférable afin d’obtenir des bonnes propriétés pharmacocinétiques. L’approche par

fragment (Fragment-Based Drug Design : FBDD) a ét¢é initié d’aprés ce concept.

1.6.2 Le principe de I’approche par fragment

Durant les vingt derniéres années, 1’approche par fragment est devenue une méthode
courante pour développer de nouveaux composés biologiquement actifs, qui contrairement a
I’HTS, conduit & un plus grand nombre de touches avec des propriétés physico-chimiques
acceptables pour les essais cliniquest!’. La principale caractéristique de cette méthode est

I’identification de petites molécules, d’environ 150-300 Da appelés fragments, se liant a une
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cible biologique. La structure de ces fragments peut entre autre chose s’inspirer de parties de

médicaments existants'??,

Les principales étapes du FBDD sont le choix d’une librairie de fragments, le criblage et

I’optimisation vers un candidat-médicament comme illustré en Figure 26.

Librairie — Criblage —) Optimisation

’ \_/\/ \_/\/Candidat-médicament
i m Nm&/\

Figure 26 : Les étapes principales de ’approche par fragment.

L’¢étape cruciale pour développer un médicament par cette méthode est 1’identification d’une

molécule touche comme point de départ pour 1’évolution en candidat-médicament.

1.6.2.1 Librairie de fragments

L’un des paramétres les plus importants lors de 1’élaboration d’une librairie est la petite
taille des fragments, plus précisément, le nombre d’atomes lourds (tous les atomes sauf
I’hydrogéne, « heavy atom » : HA) présents dans la molécule. Des études computationnelles
ont suggéré que le nombre de molécules touches possibles, est multiplié approximativement
par huit pour chaque atome lourd ajouté'?®!%*, Cette augmentation possible de I’espace
chimique selon la taille des molécules est un paramétre important lors de la sélection des
fragments composant la librairie. Par exemple, une librairie composée de 500 fragments avec
14 HA correspond approximativement a I’espace chimique d’une librairie de 10® composés
avec 21 HA et 10'® composés avec 33 HA. Une librairie de 500 & 2000 molécules avec un
nombre de HA autour de 14 est suffisante pour recouvrir un large espace chimique. De plus,
une librairie de fragments doit étre composée de molécules qui ne réagissent pas chimiguement
avec la cible thérapeutique, qui sont solubles méme a haute concentration, typiquement
supérieure a 1 mM, et qui présentent une diversité chimique importante. Certains composés
sont connus pour avoir des interactions non-spécifiques, étre des chélatants et former des
agrégats, comme par exemple les accepteurs de Michael, les anhydrides, des halogénures
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d’alkyles et les époxydes ' et ils sont exclus des librairies.
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En 2003, Congreve et al.'?® établissent la « régle des trois » inspirée de la régle de Lipinski

mais adaptée aux petites molécules :

» Poids moléculaire < 300 Da (ou g/mol)
Nombre de donneurs de liaison H< 3
Nombre d’accepteurs de liaison H < 3
LogP <3

Nombre d’angles de rotation < 3

vV V V V VY

Surface polaire < 60 A2

La plupart des librairies commerciales s’appuie sur cette «regle des trois ». Ces critéres
permettent d’évaluer les fragments dans leurs aptitudes a étre optimisés en candidat-
médicament obéissant a la régle des cing. Ces deux régles permettent d’aider a la conception
de médicaments biodisponibles par voie orale. Comme dit auparavant, de nombreux
médicaments ne suivent pas ces regles. Elles sont donc sources de nombreuses discussions, et

ne doivent pas étre suivie a la lettre.

Contrairement aux molécules plus complexes et plus grandes sélectionnées par HTS, la
simplicité structurale des fragments (Figure 27) permet d’augmenter les probabilités

d’interaction avec la cible thérapeutique'?® et ainsi d’augmenter le nombre de touches.

/ o]
Br o N-N o]
T, T, Yt O U
OH N
N © N © cl o~ H
MM : 174,00 g/mol MM : 175,19 g/mol MM : 188,61 g'mol MM : 130,19 g/mol MM : 136,15 g/mol

Figure 27 : Exemples de fragments issus de la librairie utilisée dans cette these avec leurs masses
molaires (MM) associées.

En effet, les fragments sont de petites tailles et interagissent plus aisement avec la cible sans

étre génés par un possible encombrement stérique (Figure 28).
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Approche par fragment HTS

s
LGN A0 A

Figure 28 : Schématisation du mode de liaison de touches issues d’un criblage par une approche
par fragments ou par HTS.

La diminution de la quantité d’atomes lourds réduit le nombre d’interactions avec la cible ce
qui se traduit par une affinité du fragment pour la cible plus faible (de 1’ordre du millimolaire)
que pour les molécules touches en HTS (de 1’ordre du micromolaire)*?’. Cependant, les

interactions fragments/cible sont de hautes qualités et leurs efficacités de liaison sont meilleures

(Figure 28).
A
600 —
= Candidat-
—g 500 — médicaments
e
e
= 400
=
=]
I I e
<
=
200 —---\ Fraaments o __ __ -
100 —F-—==—=——= = mm—m e
T —>

| | | |
1mM 100 uM 1uM 10nM 1nM

Affinité (K/K,/IC)

Figure 29 : Comparaison de I’affinité et de la masse molaire des touches entre les méthodes HTS et
approche par fragment. Images reproduite de Rees et al.*?®,
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La Figure 29 représente les masses molaires typiques des fragments, des touches en HTS et des
candidat-médicaments et médicaments. La masse molaire des fragments est comprise entre 100
et 300 g/mol avec de faibles affinités (MM a uM) et leurs optimisations nécessitent une
importante amélioration de leur affinité pour la cible, obtenue presque toujours par
I’augmentation du poids moléculaire. Au contraire, les molécules touches en HTS ont des poids
moléculaires plus importants (300-600 g/mol) avec des affinités plus importantes (UM). Une
diminution de leur nombre d’atomes et 1’augmentation de leur affinité est nécessaire pour
conduire a des candidat-médicaments. En général, les candidat-médicaments ont tendance a
avoir un poids moléculaire inférieur a 500 g/mol avec une grande affinité de 1’ordre du

nanomolaire.

Les techniques de criblage utilisées en HTS ne sont pas transposables aux fragments car leurs
limites de détection ne permettent pas forcément d’évaluer des affinités de 1’ordre du
millimolaire. C’est pourquoi de nouvelles techniques ont été¢ développées afin de pouvoir mettre

en évidence ces faibles affinités et aider a la conception des candidat-médicaments.

1.6.2.2 Criblage et identification des touches

Différentes techniques biophysiques (RMN, SPR, cristallographie, DSF, ITC) et
biochimiques (tests enzymatiques) sont utilisées de facon orthogonale (Figure 30) pour évaluer
les interactions entre des fragments et une cible, déterminer leurs modes de liaison et leurs

potentiels d’inhibition.

Difféerentes techniques biophysiques telles que la cristallographie aux rayons X (RX), la
résonance plasmonique de surface (SPR), la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire
(RMN), la dénaturation thermale a base de fluorescence (DSF), la titration calorimétrique
isotherme (ITC) ont été utilisées dans des approches par fragments, et elles dépendent de

plusieurs parameétres qui peuvent étre complémentaires (Tableau 2).

L’utilisation de plusieurs techniques biophysiques en parallele permet d’obtenir différentes
informations sur le mode de liaison des fragments. Par exemple, I'utilisation de la SPR comme
technique de criblage permet de trouver rapidement un ligand et de déterminer son affinité avec
I’enzyme cible. La cristallographie permet ensuite d’obtenir des informations structurales qui

peuvent s’avérer intéressantes pour faire évoluer le fragment.
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Cristallographie au rayon X (RX)

RMN Protéine observée

RMN Ligand observé

Résonance plasmonique de surface (SPR)

Fluorimétrie différentielle a balayage (DSF)

| Titration calorimétrique isotherme (ITC)

| Tests enzymatiques
10 mM 1 mM 100 pM 10 pM 1pM
Affinité (Kp)
Touche HTS
Touches Fragments | Candidat-
médicament

Figure 30 : Comparaison des différentes techniques de criblage en fonction de leurs limites de
détection. Les différents types de touches (en bleu) criblées sont représentés en fonction des affinités
détectées. Image adaptée de Price et al.*.

Les trois techniques les plus utilisées sont la RMN et la SPR qui permettent de détecter des

affinités comprises entre 1 nM et 5 mM, ainsi que la cristallographie aux rayons X. Ces trois

outils biophysiques ont été utilisés lors de ces travaux et une description rapide de leurs

avantages et inconvénients est faite dans les paragraphes suivants mais chaque technique est
décrite plus en détails dans les Chapitres 2 (SPR) et 3 (RMN, cristallographie/docking).

Technique

RX
RMN

SPR

ITC

DSF

Débit
du
criblage

Bas

Moyen

Moyen

Moyen

Haut

Consommation

de protéine
Moyenne
Moyenne
Faible
Elevée

Moyenne

Immobilisation Intervalle de Kp

covalente détectable
N Jusqu’a 1&_1 solubilité
du ligand
Non 1nM < Kp<5mM
Requise 1nM<Kp<2mM
Non 1nM<Kp<5mM
Non Ko< 5 mM

Information
sur le site
actif

Excellente

Bonne

Limité a la
compétition

Limité a la
competition

Aucune

Tableau 2 : Résumé des parametres importants des différentes techniques biophysiques utilisées

pour le criblage. Tableau adapté de Ciulli et al.**°.
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a. La radiocristallographie

Cette technique permet d’obtenir des informations structurales dont la position du fragment
dans la poche de liaison de la cible et peut servir & guider I’optimisation du fragment.
Cependant, I’affinité du fragment pour la cible (protéine) ne pourra pas étre déterminée par
cette technique. Cette technique est rarement utilisée lors du premier criblage car une quantité
tres importante de protéine est nécessaire (> 50 mg) pour produire les cristaux des complexes
protéine-fragment par co-cristalisation ou par trempage. De plus, elle requiert I’obtention de
cristaux de trés bonne qualité pour résoudre la structure et observer les interactions protéine-
ligand aprés un processus d’obtention et de traitement des données long et difficile. Le débit du
criblage est relativement faible méme si de nouvelles techniques d’automatisation du traitement
des données se développent ces derniéres années™. La cristallographie aux rayons X peut étre
utilisée lors d’un second criblage comme technique complémentaire pour accéder a des
informations structurales sur des fragments deja sélectionnés et la cible grace a une autre
méthode biophysique.

Des expériences de criblage virtuel (« docking ») peuvent également étre utilisées lorsque la
structure cristallographique de la cible biologique est connue. Cette méthode informatique
permet de prédire les molécules qui vont se lier a la cible parmi des librairies de millions de
composés. La grande précision de ces programmes informatiques a conduit a une utilisation de

plus en plus courante du criblage virtuel en FBDD.

b. La résonance magnétique nucléaire

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique souvent utilisée pour étudier les
interactions protéine-ligand ainsi que la structure et la dynamique des protéines en solution.
Elle permet de déterminer des affinités comprises entre le micro et le millimolaire avec une
concentration en fragment proche de la valeur de la constante de dissociation (Kp).
En 1996, Shuker et al. publient les premiers travaux sur le criblage et I’optimisation de
fragments a 1’aide d’une technique RMN. Le marquage isotopique au *°N de la protéine permet
de déterminer une liaison entre un fragment et une protéine par un changement du déeplacement
chimique des signaux de la protéine marquée sur les spectres 2D de *N-HSQC? lorsque le
fragment se lie a la protéine. Cette technique a plusieurs inconveénients. En effet, elle nécessite
le marquage de la protéine et la taille de celle-ci est limitée a 30 kDa. Shuker et al. se sont
intéressés aux signaux de la protéine, ce qui induit des limites d’utilisation*?.
Une autre technique RMN, la différence de transfert de saturation (STD) permet de prendre en
compte uniquement les signaux du ligand (fragment). C’est une méthode simple et puissante
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pour détecter les faibles interactions d’un complexe cible-ligand*33. Cette technique peut étre
utilisé lors des différents criblages, pour la confirmation des touches et pour leurs optimisations
car des informations sur ’orientation de la liaison entre le ligand et la cible peuvent étre
obtenues'®*. De plus, aucun marquage isotopique n’est nécessaire. L affinité du ligand pour la
cible peut étre mesurée par des expériences de titration et des constantes de dissociation du
micromolaire au millimolaire peuvent étre mesurées. Des expériences de compétition entre
différentes touches peuvent également étre effectuées pour déterminer si ces molécules sont
dans le méme site de liaison. Le fonctionnement de cette méthode est expliqué plus en détail

dans le chapitre 3 de ce manuscrit.

c. Larésonance plasmonique de surface

Cette technique permet de cribler de nombreux composés simultanément sur plusieurs cibles
biologiques et de déterminer les événements de liaison associés (association et dissociation) en
temps réel. Cette technique met en jeu tres peu de quantité de protéine (cible). Le criblage de
500 molécules nécessite peu de protéine, environ 3 mg, cela en fait donc une méthode idéale
pour effectuer le criblage de milliers de composés. La protéine est immobilisée sur une surface
métallique et les fragments sont injectés en flux continu. La surface greffée avec la protéine
peut étre réutilisée pour plusieurs expériences sans subir de dégradation importante. Le principe
de cette technique repose sur la mesure d’un changement de I’indice de réfraction provoqué par
la liaison d’une molécule a la protéine. Les affinités des fragments pour la cible biologique sont
mesurées par des analyses de concentration dépendance et sont fiables lorsque les
concentrations en fragment sont de 5 & 10 fois le Kp. De ce fait, les constantes de vitesse
d’association (ka) et de dissociation (kq) peuvent étre déterminées. Une description de cette
méthode est détaillée dans le chapitre suivant. De plus, la SPR est la méthode la plus

commercialisée pour ’analyse des événements de liaison sans marquage préalable*®*1%,

d. Les autres techniques biophysiques

La fluorimétrie différentielle a balayage (DSF) est une méthode spectroscopique qui permet
un criblage rapide et peu colteux des fragments qui se lient et stabilisent les protéines. Cette
technique permet de quantifier la dénaturation d’une protéine en fonction de la température en
présence d’un fluorophore. Le fluorophore se lie aux parties hydrophobes de la protéine et
lorsque la protéine se déplie sous I’effet de I’augmentation de la température, 1’intensité du
signal augmente jusqu’a une température de fusion Tm. La présence d’un fragment qui se lie a

’enzyme change cette valeur de Tm et permet de discriminer les fragments qui ne se lient pas*®’.
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La titration Calorimétrique Isotherme (ITC) est une méthode qui permet de déterminer les
paramétres thermodynamiques (Kp, n, AH, AS) de la liaison protéine-ligand en solution®. Le
principe de I’'ITC est la mesure d’une différence de température entre une cellule de référence
et une cellule avec le complexe protéine-ligand d’intérét. Cette technique utilise une grande
quantité d’enzyme et de temps qui est un inconvénient pour le criblage de fragment. Cependant,
les informations thermodynamiques qu’elle apporte permettent de valider et d’optimiser des

fragments présélectionnés par d’autres techniques biophysiques.

Les avantages et inconvénients de toutes ces techniques biophysiques de criblage ont été

résumés dans le tableau 2.

Technique Avantages Inconvénients
e Débit de criblage faible ¢ Requiert des sources émettrices de
RX e Identification rapide du site et du rayons X (couteux)
mode de liaison du ligand e Les protéines doivent étre solubles
et cristallisables
o Débit de criblage moyen e Limitée aux petites protéines
RMN ¢ Identification du site actif possible solubles (< 30 kDa)
(protéine (requiert assignation des pics) e Marquage isotopique de protéines
observée) e Mesure de Kd possible par un (couteux)
titrage du ligand e Appareillage lourd
e Débit de criblage moyen e Sujet aux faux positifs causés par
e Applicable a la plupart des des agrégations ou des effets non
RMN protéines (> 10 kDa) spécifiques
(ligand e Essais de compétition de liaisons
observe) directes

e Mesure de KD possible par un
titrage du ligand

o Débit de criblage élevé e Immobilisation d’un des deux
e Detection sans marquage partenaires de liaison sur une
e Automatisation facile de la surface
méthode e Artéfacts causés par des agrégations
SPR e Essais de compétition de liaisons ou des effets non specifiques
directes e Longue optimisation du criblage

o Nécessite peu de mateériel
e Multiples informations fournies
(Kb, Ka, kq et n)
e Essais de compétition de liaisons e Criblage a bas débit

directes e Importants changements de
ITC e Multiples informations fournies température pour des mesures
(Kp, AH, AS et n) fiables
e Appareillage lourd
o Débit de criblage élevé e Sujet aux faux positifs et négatifs
DSF C . .
o Essai de liaison directe e Appareillage lourd

Tableau 3 : Résumé des avantages et inconvénients relatifs aux différentes méthodes biophysiques
utilisées pour ’approche par fragment. Tableau adapté de Ciulli et al.**®,
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Bien que les diverses méthodes biophysiques telles que la RMN, la SPR et la
radiocristallographie fournissent des informations sur la liaison cible-ligand, le but principal
d'un criblage de fragments est d'identifier les fragments qui se lient a la cible en utilisant une
concentration la plus faible possible et qui montrent de préférence une activité biologique
d’inhibiteur ou d’activateur. L’obtention de ces derni¢res informations nécessite de disposer
d’un test enzymatique qui permet de déterminer 1’effet du fragment sur 1’activité enzymatique
de la cible®®®. Cette méthode d’enzymologie peut étre utilisée lors d’un second criblage sur les
touches afin de les valider en tant que ligand et évaluer leur pouvoir inhibiteur en déterminant
leur ICso et/ou la constante d’inhibition K. L’inconvénient de cette méthode est souvent le
manque de sensibilité du test enzymatique pour détecter des faibles affinités, ou des faibles
différences d’activité. L’augmentation de la concentration en fragment, pour améliorer 1’effet
du fragment, peut interférer dans les tests & cause de la formation d’agrégats. Ces tests
biochimiques sont réalisés le plus souvent par des mesures de fluorescence'®® ou par

106 et nécessitent donc la présence d’un composé qui absorbe

spectrophotométrie d’absorbance
a une longueur d’onde donnée. L’inconvénient principal de ces tests est la présence de
molécules pouvant générer des faux positifs appelés PAINS (Pan Assay Interference
Compounds)**, llIs interférent avec les essais biochimiques par différents mécanismes, par
exemples en chélatant les métaux (Salicylate) nécessaires au fonctionnement de 1’enzyme ou
en ayant des propriétés photochimiques qui modifient 1I’absorbance ou la fluorescence du milieu

indépendamment de I’interaction avec 1’enzyme.

N (0] (0]
° ! XY
OH N z
N |
mF N J\ AN,.-N
3 N H,N OH 02 NN

Epoxide Dicyanoalcéne Salicylate Toxoflavins

Figure 31 : Exemples de molécules PAINS.

L’identification des touches peut étre effectuée par le calcul d’un parametre, appelé
efficacité de ligand (LE). Il correspond a 1’énergie de liaison du complexe cible-ligand divisé
par le nombre d’atomes lourds (HA)2. Ce paramétre permet de comparer les qualités des
interactions en fonction des masses molaires des ligands. L’efficacité de ligand relie 1’affinité
d’un ligand a son nombre d’atomes lourds et peut étre calculée a partir de la constante de

dissociation Kp d’apres 1’équation suivante :
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AG
LE =— (D
avec AG =- RT InKop LE = % )

AG (kJ.mol) est I’énergie libre de liaison d’un ligand avec une cible, HA est le nombre
d’atomes lourds du ligand, LE (kJ.mol.HA™) est I’efficacité de ligand, R (kJ.mol.K) est la
constante des gaz parfaits, T (K) est la température. Pour faciliter I’utilisation du paramétre LE,

’unité en kJ.mol.HA® est convertie en kcal.mol't.HA™,

Le LE définie la qualité de I’interaction entre le ligand et la cible biologique. Reynolds et al ont
étudié I’efficacité de ligand de 8000 ligands en interaction avec 28 cibles différentes!*. Ils en
ont conclu qu’un LE de 0,3 kcal.mol't.HA™ est considéré comme adéquat pour un fragment
avec au moins 30 HA mais trés mauvais pour un fragment de 75 HA (Tableau 4). Le LE peut
étre utilisé pour estimer si un fragment est un point de départ viable pour obtenir une molécule

plus élaborée.

Kb
10mM 1mM 100pM 10puM 1pM 100nM  10nM  1nM
0,15 18 27 36 45 55 64 73 82
~ | 0,20 14 20 27 34 41 48 55 61
% 0,25 11 16 22 27 33 38 44 49
== 1030 9 | 14 18 | 23 27 32 36 41
S | 035 8 12 16 19 23 27 31 35
= | 040 7 10 14 17 20 24 27 31
S 045 6 9 12 15 18 21 24 27
o | 0,50 5 8 11 14 16 19 22 25
— 10,55 5 7 10 12 15 17 20 22
0,60 5 7 9 11 14 16 18 20
Nombre d’atomes lourds (HA)

Tableau 4 : L’efficacité de ligand comme outil pour ’optimisation des fragments. La taille typique
des fragments sont en rouge. Tableau reproduit de Davis et al.**.

Lors de I’optimisation du fragment vers un candidat médicament, la masse du composé va
augmenter. Ainsi, il a été proposé que pour un fragment contenant 14 a 18 HA un LE de 0,3
kcal.mol™*.HA™ est convenable. Ces fragments devraient alors conduire & des valeurs de Kp
comprises entre 1 mM et 100 uM (Tableau 4) pour les fragments détectables par les techniques

biophysiques précédemment décrites.
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Pour résumer, les techniques biophysiques permettent de déterminer les propriétés cinétiques
et thermodynamiques d’un ligand spécifique a une cible biologique alors que les techniques
biochimiques permettent de définir si ce ligand a des propriétés inhibitrices. Ces deux
techniques, biophysiques et biochimiques, sont complémentaires et doivent étre utilisées de
facon orthogonale pour réduire la présence de faux positifs et augmenter I’efficacité du criblage
des fragments. L’obtention de touches avec des propriétés d’affinités et d’inhibitions
intéressantes et des efficacités de ligands supérieures a 0,3 kcal.mol™.HA® est essentielle pour

conduire a une optimisation réussie de fragment vers un candidat-médicament.

1.6.2.3 Les différentes types d optimisations de fragments

Plusieurs méthodes existent pour 1’optimisation de fragment vers une molécule plus

affine (Figure 32).

La stratégie de « fragment growing » : c’est la méthode la plus directe. L’agrandissement du
fragment consiste a augmenter sa taille en attachant des groupes fonctionnels pour améliorer
les interactions avec la cible. Cette méthode nécessite de disposer d’une structure
cristallographique ou obtenue par modélisation du complexe enzyme/fragment pour connaitre
I’environnement du fragment et son orientation. Ces connaissances structurales guident la
synthése et le choix des groupements a ajouter pour augmenter les interactions
enzyme/fragment!®® (Figure 32A)).

La stratégie de « fragment linking » : cette méthode de raccordement de fragments est utilisée
pour relier deux ou plusieurs fragments se liant dans deux sites de liaison adjacents (Figure
32B). Un espaceur permet de relier les deux fragments et de les orienter favorablement.
L’association des deux fragments peut conduire a une augmentation significative de

1’ affinité14e,

La stratégie de « fragment self-assembly » : I’auto assemblage de fragments est similaire a
la stratégie de « fragment linking ». Cependant, les fragments dans des sites adjacents ont des
fonctions chimiques susceptibles de réagir entre elles au sein de I’enzyme (Figure 32C). Des
exemples d’auto-assemblage sont décrits dans la littérature comme I’utilisation de la chimie
combinatoire'*"148 en créant des liaisons réversibles avec des imines ou des ponts disulfures ou

Iutilisation de la chimie Click in situ'*® qui conduit & la formation de liaisons irréversibles.
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La stratégie de « fragment merging » : cette méthode de fusion de fragment peut étre utilisée
lorsque deux fragments se lient a un méme site actif avec une similarité de strutures™® et

conduisent & une seule molécule avec une meilleure affinité (Figure 32D).

Les méthodes qui nécessitent deux fragments ou plus sont les plus complexes. En effet, les

fragments doivent avoir des sites de liaison différents et étre assez proches pour étre reliés.

e MG S O
eL ool G
= =

o] & A

Figure 32 : Stratégie d’optimisation de fragment : agrandir, fusionner, auto-assembler et raccorder.
Image reproduite de Lamoree et al.®%,

B)
Raccorder
« linking »

)
Auto-Assembler
« auto-assembly »

D)
Fusionner
« merging »

1.6.2.4 Optimisation : des fragments au médicament

Aprés avoir identifié et confirmé les fragments touches par différentes techniques orthogonales,
leur optimisation est nécessaire afin d’augmenter leur affinité et leur pouvoir d’inhibition.
Différentes stratégies sont possibles : le fragment linking, growing et merging qui sont illustrées
par des exemples publiés et ayant conduit a des médicaments ou des candidat-médicaments en
phase clinique ou préclinique.

a. Fragment linking

Comme cité précédemment, Shuker et al. ont été les premiers a publier des travaux sur
I’utilisation de la FBDD afin de développer des ligands de haute affinité pour une cible
biologique, la FKBP (FK506 binding protein)!®2. Pour cela, un premier criblage par une
technique de RMN (protéine observée) a permis de sélectionner un premier fragment et des
analogues ont ensuite été criblés pour augmenter 1’affinité du fragment avec la poche de liaison

identifiée. Un second criblage, toujours par RMN, en présence du premier fragment, a ensuite
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été réalisé, ce qui a permis de sélectionner et d’optimiser un deuxieme fragment qui se lie dans
une deuxieme poche de liaison a proximité de la premiére. Pour finir, les informations
d’orientation des deux ligands ont été obtenues par RMN et cristallographie et ont guidé la

synthese de plusieurs molécules via des espaceurs de 3 a 6 atomes de carbones.

1% criblage —> Optimisation —> 2émecriblage —> Optimisation —> « Linking »

Figure 33 : Représentation de la méthode de relation structure activité par RMN utilisée par Shuker
etal.’*?,

Plus récemment, la synthése du Vénétoclax (Venclexta™), un médicament contre la leucémie
lymphoide chronique (LLC) a été concu en utilisant la FBDD et une méthode RMN similaire a
celle décrite précédemment et comprenait aussi une étape d’optimisation par « fragment

linking ». C’est le deuxiéme médicament approuvé par la FDA provenant d’une approche par

fragment#°,
o
< i :
C o
F KD =300 uM (\N 0=6§\@[SOZCF3
LE = 0,30 N \H
s\)"’/
on Y =
N
¢ I
ABT-263
K, = 6000 uM C<1mM
LE=0,23 i
LE > 0,20
ABT-199

1
IS S A o)
O K; < 0,01 nM (Bcl-2)
‘ KO) LE > 0,25
Vénétoclax

K, =48 nM (Bcl-x))

Figure 34 : Développement du médicament VVénétoclax a partir d’une approche par fragment.
Paramétres : efficacité de ligand (LE), concentration inhibitrice médiane (ICso), constante de
dissociation (Kp), constante d’inhibition (K;).

La Figure 34 représente les différentes étapes de développement du Vénétoclax. Les deux

fragments de départ ont été criblés par RMN et se trouvaient dans deux sites de liaison différents
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mais proches et ont été reliés. Apres de nombreuses optimisations structurales le candidat-
médicament (Phase 11) ABT-263 (Navitoclax) et le médicament ABT-199 (Vénétoclax) ont été
testés respectivement sur la cible BCL-x. et BCL-2 (protéines a activité anti-apoptotique) et le
Vénétoclax a montré des valeurs de K inférieurs a 48 nM et 0,01 nM respectivement pour ces

deux cibles.

b. Fragment growing

En 2001, le premier médicament découvert par une approche par fragment a été approuvé par
la FDA aprés seulement six ans de développement®®2, 11 s’agit du Vémurafénib qui inhibe la
kinase B-Raf, une protéine impliquée dans la prolifération cellulaire responsable de tumeurs
cancérigenes. Un premier criblage de 20 000 fragments en utilisant des tests biochimiques a
permis d’obtenir 238 touches. Des co-cristallisations avec différentes kinases, Pim-1, récepteur
1 du facteur de croissance des fibroblastes (FGFR1) et la protéine, sans mutation BRAFT et
avec mutation BRAFYSE avec ces touches ont permis d’obtenir des structures
cristallographiques et d’observer les sites d’interaction des fragments. Les études se sont
dirigées vers le compose 7-azaindole (1) et des optimisations de « fragment growing » dirigées
par des structures cristallographiques ont permis d’aboutir au composé (I1), (I11) puis au
Vémurafénib (1V) (Figure 35). L’efficacité de ligand du fragment d’origine était supérieure a
0,59 kcal.mol’t.HA et les différentes optimisations ont permis d’obtenir une valeur de 0,31
kcal.mol'. HA™? avec 33 HA. L’inhibition a aussi été grandement améliorée avec une ICso de

200 puM pour le composé 7-azaindole (1) & une ICso de 30 nM pour le Vémurafénib®,

F.

o
HN@
90

AN N\ X N\ Cl N’\é/,
| _ —_— | P —_— | NN FOf \/\
N N N N Zz
H H NN
7-azaindole (1) Composé (I1) PLX4720 (111)
IC,,>200 uM (Pim-1) IC,, =100 uM (Pim-1) IC,, = 13 nM (B-RafVGOOE)
LE < 0,59 LE = 0,34 LE =0,40

IC,,=160nM (B-Raf ")

PLX4720 (1V) IC,, > 5000 uM (Pim-1)

IC,,=30nM (B-Raf ")

LE=0,31

IC,, =100 M (B-Raf")

Vémurafénib

Figure 35 : Développement du médicament Vémurafénib a partir d’une approche par fragment.
Paramétres : efficacité de ligand (LE), concentration inhibitrice médiane (ICxo).
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c. Fragment merging

Trés récemment, Su et al. ont étudié ’affinité d’un fragment qui se lie de fagon multiple dans
un site de protéine transporteuse d’acides gras (FABP4)'>*. FABP4 est principalement exprimée
dans les adipocytes matures et les macrophages, agissant comme un régulateur important dans
les voies de signalisation liées a I'inflammation. Récemment, Li et al. ont signalé que la FABP4
favorisait la croissance et les métastases du cancer du sein'®. Par conséquent, des inhibiteurs
sélectifs de la FABP4 pourraient étre utilisés comme traitement du cancer. Le criblage d’une
librairie de 500 fragments a été effectué par une technique de fluorescence. Le fragment (A) a
montré une trés bonne inhibition de FABP4 (K; = 51 uM et LE = 0,37 kcal.mol*.HA™) dés le
premier criblage (Figure 36). Les chercheurs ont caractérisé le mode de liaison a l'aide de la
cristallographie, ce qui était en soi un défi car la protéine était co-purifiée avec des acides gras
liés. Ils ont d dénaturer la protéine, éliminer les acides gras, puis la replier pour obtenir la
forme apo. Lorsqu'ils ont finalement pu déterminer la structure cristalline, ils ont été surpris de
constater que le composé (A) adopte trois modes de liaison différents dans deux conditions
différentes (pH 6,5 et 7,5).

/3 modes de Iiaison\

du composé 1 (A) :

=1 ot — do — ér"

Composé 1 (A) Composé 3 (B) Composé 17 (C)
K, = 50,7 uM N K, =110,6 nM K, =37,4nM

K, =51 pM O K, = 109,3 nM LE=0,39
LE=0,37 - = LE=0,43

Figure 36 : Superposition des trois modes de liaison et optimisation du fragment A vers un
candidat-médicament anticancéreux a partir d’une approche par fragment. Paramétres : efficacité
de ligand (LE), constante de dissociation (Kp), constante d’inhibition (K).

Le composeé 3 (B) a été congu, synthétisé et évalué de maniere rationnelle a partir des 3 modes
de liaison (Figure 36), améliorant d'environ 460 fois I'affinité de liaison par rapport au fragment
(A) initial. Une autre amélioration a finalement conduit au composé 17 (C), avec une affinité
de 37 nM. Cette molécule est également active dans les tests cellulaires et posséde des

propriétés anti-inflammatoires et des propriétés pharmacocinétiques étonnamment bonnes chez
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la souris. Compte tenu de la bonne efficacité in vivo, I'application du composé 17 dans d’autres
mécanismes biologiques liés au FABP4 est envisageable, tels que le cancer du sein.

Dans le cadre de ma thése, la technique biophysique SPR a été utilisée pour effectuer le premier
criblage de 500 fragments sur la cible IspD de Bacillus anthracis. La technique de RMN STD
a ensuite permis de confirmer les interactions de fragment avec 1’enzyme IspD et le Docking a
apporté des informations structurales sur leurs positionnements dans les sites de liaison. Une
technique biochimique enzymatique a été utilisée pour réaliser un second criblage des touches
et ainsi déterminer leurs potentiels d’inhibition. Enfin une optimisation de fragment a été
réalisée pour les touches les plus prometteuses dans 1’objectif de conduire a un candidat-
médicament. Ce manuscrit décrit donc dans un premier chapitre le criblage par SPR. Le second
regroupe les tests réalisés par RMN, par docking et par technique biochimique. Enfin, le dernier

chapitre décrit I’optimisation de fragments.
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Chapitre 2 : Le criblage de fragments par SPR

2. Le criblage de fragments en utilisant la resonance plasmonique de surface

Apreés une présentation théorique du phénomeéne physique de la résonance plasmonique
de surface (SPR), ce chapitre sera consacré a 1’étude des interactions de 1’enzyme IspD avec

une collection de fragments.

2.1 Larésonance plasmonique de surface (SPR)

La résonance plasmonique de surface (SPR) est une technique optique reposant sur
I’interaction lumiére-matiere qui permet la détection d’interactions biomoléculaires entre un
ligand (molécule organique, biologique, microorganisme) et un récepteur immobilisé (protéine,

enzyme, anticorps) sur une surface.

2.1.1 Découverte et applications de la SPR

Entre 1902 et 1912, R.W. Wood observe des anomalies dans le spectre de diffraction de
la lumiére polarisée sur un réseau de diffraction métallique : un motif de bandes sombres et
claires «anormales» dans la lumiére réfléchie®®.

L'interprétation physique de ce phénomene a €té initiée par Lord Rayleigh puis des analyses
théoriques entreprises par U. Fano™®’, en 1941, ont permis de conclure que ces anomalies étaient
associées aux ondes de surface (plasmons de surface) supportées par le réseau. En 1965, A.
Hessel et A. A. Oliner proposent une théorie plus générale des anomalies observées par R. W.
Wood pour les réseaux métalliques. lls interprétent ces anomalies par des effets de résonance
provenant du couplage entre 1’onde incidente et les modes propres du réseau®*® (phénomeéne
détaillé ci-aprés). Trois ans plus tard, E. Kretschmann!® et A. Otto'®® ont montré
indépendamment que des plasmons de surface sont excités en éclairant un prisme ayant un
indice de refraction plus élevé que ’air sous un angle critique dans des conditions de réflexion
totale interne. Ces travaux ont permis d’établir une méthode simple et efficace d’excitation des
plasmons, ce qui a engendré un intérét particulier pour ce phénoméne. En 1983, Nylander et
Liedberg exploitent ce phénomeéne appelé résonance des plasmons de surface (SPR) pour la
détection des gaz et des biomolécules®®. Les trois décennies suivantes ont vu le développement
considérable de la SPR dans des domaines aussi vastes que I’analyse des aliments®2163 |a

découverte de médicaments!®+1%5 le diagnostic clinique'®®®’, la  surveillance

168 169

environnementale®®®, la bactériologie®® et la virologie!’®t"l. Cette technique présente de
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nombreux avantages. Elle ne nécessite notamment aucun marquage préalable des molécules

cibles et permet la détection en temps réel d’interactions, telles que anticorps-antigéne!’?,

protéine-protéine’’®, enzyme-substrat ou inhibiteur!’®, protéine-ADN®,  récepteur-

177

médicament’®, protéine-polysaccharide!’’, protéine-virus'’®. De plus, des mesures directes de

I'affinité et des constantes cinétiques des interactions biomoléculaires sont possibles’®181,

2.1.2  Un peu de sciences physiques...
2121 Les plasmons de surface

Au niveau de la physique, les plasmons de surface sont des ondes électromagnétiques
(Figure 37A) de surface qui se propagent dans une direction parallele a l'interface métal-
diélectrique (Figure 37B). lls correspondent a des oscillations de la densité de charges pouvant
exister a ’interface entre ces deux milieux. Le plasmon peut étre décrit par une oscillation

collective d’électrons.

A) B)
- z
E z o Diélectrique (g4,14)
H
- - y
N K ( Fx Métal (&, 1)
H
E = Champ électrique H=¢C hamp magnétique k= Propagation

Figure 37 : Onde électromagnétique et oscillation a l’interface métal/diélectrique.

A) Représentation schématique d’une onde électromagnétique selon le vecteur de propagation k. B)
Schéma de la propagation des oscillations du plasma d’électrons libres a [’interface métal /
diélectrique. Le métal et le diélectrique ont des permittivités et des indices de réfractions notés
respectivement &,,, N, et €4, N4

Il a été montré que le plasmon de surface est un mode magnétique transverse (polarisation TM)

décrit par un champ magnétique H dans le plan de I’interface métal diélectrique et
perpendiculaire a la direction de propagation'®183  Ainsi, si on utilise un repére cartésien

(Figure 37B) dans lequel le métal occupe la région z < 0, les plasmons de surface se propagent
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le long de I’axe x et les vecteurs H et E sont définis de la maniére suivante (avec i =1 pour le

métal et i = 2 pour le diélectrique) avec les vecteurs champs Hi et Ei s’écrivant'® :

Siz>0:
HZ — (0, Hyz; O)ei(kx2x+kzzz—wt) (3)
Ey = (Exp, 0, Ejp)e'krextkzzz=0t) 4)
Siz<0:
H1 — (O, Hyl: O)ei(kxlx—kzlz—wt) (5)
Ey = (Ex1, 0, Ejy)e (ka2 ~kzzz=wt) (6)

Ces champs doivent vérifier les équations de Maxwell (voir Annexe 1 pour la démonstration)

et leurs résolutions permettent d’exprimer la constante de propagation des plasmons de surface

_w ’ EdEmM
kx T o Al €atEm (7)

Avec k, correspondant a la constante de propagation de 1’onde selon 1’axe x, Co la célérité (m.s”

selon 1’équation suivante :

1Y de la lumiére dans le vide, o la fréquence angulaire ou pulsation (rad.s) et

g4, £y respectivement la permittivité (F.m™) du diélectrique et du métal.

Il a été montré que pour les métaux ayant une constante diélectrique complexe de la forme ¢,,, =

e m + 1"y, la constante de propagation des plasmons de surfaces est complexe et correspond
3184 .

3/2
g S W Ed€m ; Ehm W EgElm
kx =k x T ik X ¢ \’sd+51m ti 2(e"m)?% co (ed+£/m) (8)
Une relation entre k, et w est appelée une relation de dispersion.

La permittivité d’un métal dépend de la longueur d’onde de I’onde électromagnétique qui la
traverse. Ainsi, &',,, <0, est négatif dans le domaine du visible pour les métaux comme I’or et
I’argent. La permittivité d’un diélectrique &, étant positive, il faut que &, < |&',,, | pour qu’il y
ait génération de plasmons de surface (Equation 8). Cette condition est vérifiée avec une
interface métal-diélectrique de type or et eau, par exemple.
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2.1.2.2 Conditions d’excitation des plasmons de surface a une interface plane

métal-diélectrique

L’approche la plus répandue pour 1’excitation de plasmons de surface consiste a
exploiter la réflexion totale interne de la lumiére entre une face plane d’un prisme recouvert
d’une couche nanométrique d’un métal noble (le plus souvent I’or ou I’argent) et le milieu

extérieur (Figure 38).

Prisme Prisme
e A
€0, Mo €0,Mo

£4, N4 Diélectrique Métal
Métal 4, Ny Diélectrique

Configuration d’Otto Configuration de Kretschmann

Figure 38 : Configurations d’Otto et de Kretschmann.

E. Kretschmann et A. Otto ont développé indépendamment, en 1968, deux systemes différents

pour I’excitation des plasmons de surface (Figure 38).

Dans la configuration d’Otto, une des faces d’un prisme d’indice de réfraction élevé (1) est
recouverte d’une couche diélectrique (€4, 14) de quelques microns d’épaisseur, et cette couche
est elle-méme recouverte d’une couche métallique nanométrique (&, ,n,)- Lorsque un faisceau
lumineux de polarisation TM traverse le prisme sous un angle d’incidence 6 supérieur a I’angle
critique (aussi appelé angle de réflexion totale), une onde évanescente est produite a I’interface
entre le prisme et le milieu diélectrique. Cette onde peut se coupler avec un plasmon de surface
a l’interface entre le milieu diélectrique et la couche métallique lorsque les constantes de

propagation de 1’onde évanescente et du plasmon sont identiques.

La configuration de Kretschmann est basée sur le méme dispositif (Figure 38) que
précédemment mais une face du prisme est directement recouverte d’une couche métallique
nanométrique. Le plasmon se propage a I’interface entre cette couche et le milieu diélectrique

externe.

Lorsque une onde évanescente est produite a I’interface prisme-métal (cas Kretschmann, Figure

39), elle excite le plasmon de surface lorsque la composante de sa constante de propagation
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parallele (ou tangentielle) a la surface métallique (k, du prisme : ky ,risme) €St €gale a celle du

plasmon (kgsp). Cette condition revient a vérifier la relation suivante :

ky prisme — ksp 9
Air
Eair (Diélectrique)
Z
Emétal k Meétal
X prisme
Q H
y© X : :
B 2
& |
N ! g
2 o i Prisme
Eprisme > 1 kprisme :

Figure 39 : Conditions d'excitation des plasmons de surface dans la configuration de Kretschmann.

La constante k jumisre de la lumiere qui arrive sur le prisme s’écrit :
incidente

k jumisre = —  avec sa constante tangentielle : k
incidente 0

=Zsin6 (10)
Co

x lumiere
incidente

Cette lumiére traverse le prisme et la composante tangentielle k de la lumiére incidente

x lumiere
incidente

augmente par passage dans le prisme d’un facteur \/e—p et on obtient :
w . w .
ky prisme = o J&p sin@ = o W sin @ (11)

AVEC ky prisme la composante tangentielle de I’onde incidente dans le prisme, o la fréquence
angulaire de I’onde électromagnétique, Co la vitesse de la lumiére dans le vide, €, la permittivité
du prisme (g, = nj avec n, I'indice de réfraction du prisme) et 8 I’angle d’incidence de la

lumiére dans le prisme°®183.185

Cette onde évanescente générée lors de la réflexion totale interne de 1’onde incidente dans le

prisme va permettre d’exciter le plasmon de surface.

La permittivité d’un métal (e,,) est fonction de la fréquence angulaire ®. Les constantes de

propagation aux interfaces métalliques ne sont donc pas des fonctions linéaires de .
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Les relations de dispersion sont représentées dans la Figure 402183185 Cette figure permet

d’expliquer géométriquement le principe de couplage.

Onde EM dans I’ air

o —

w
ky umiere = —sin@ k lumigre = |
incidente Co l incidente CO ]

____________

o 1 ko . :2 in @ | Onde EM dans le prisme
[ x prisme % \/E_pSln p

Onde SP : air(diélectrigue)-métal

Courbe de dispersion pour I'interface
air/métal

Onde SP : prisme-métal

Courbe de dispersion pour I'interface
meétal/prisme

-
»

Ko

Figure 40 : Représentation des relations de dispersion. Onde EM : onde électromagnétique de la

lumiére incidente, Onde SP : onde électromagnétique des plasmons de surface.

D’apreés ce dispositif, le phénomene d’excitation du plasmon a lieu a I’angle d’incidence tel que

deux courbes de dispersion se croisent (le point M) :

. _ w Eairémétal
soit ksp = P Pro— ,/spmme sin 6 (12)

EqirtEmétal

. & &
soit —armetal = e isme SINO (13)

EqirtEmétal

La Figure 40 montre que la courbe de dispersion a I’interface air-méetal et la ligne de lumiere
ne se coupent pas. Cette absence d’intersection interdit tout couplage ou résonance entre une
onde électromagnétique du domaine visible en particulier, et un mode de propagation des
plasmons de surface. Il n’est pas possible d’exciter les plasmons de surface en éclairant
directement le métal avec une source de lumiere. Nous pouvons également remarquer sur la

Figure 40 qu’il ne sera pas possible d’exciter les plasmons a I’interface prisme-métal.
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La relation (12) est obtenue pour un angle d’incidence 6 et une fréquence (ou longueur d’onde)
donnée. Il faut également que la lumiére passant a travers le prisme soit polarisée radialement

a I’interface (polarisation TM).

En plus de ces conditions, pour que I’onde évanescente puisse passer au travers de la couche
métallique et se coupler avec le plasmon de surface a I’interface métal-diélectrique, il est

nécessaire que 1’épaisseur de la couche métallique soit suffisamment mince (30 a 70 nm).
2123 La réflexion totale interne

Lorsqu’un rayon lumineux incident traverse un milieu d’indice 7, avec un angle 6,
supérieur a I’angle critique 6., il ne pénetre pas dans le milieu d’indice optique 7, (7, > 7,)
mais est totalement réfléchi dans le milieu d’indice 7, ; c’est la réflexion totale interne (Figure

41).

Diélectrique (14,4)

g 1 | I
Métal (N, €m) 6, 0, 6,

Angle critique Réflexion totale

Figure 41 : Schéma illustrant la réflexion totale interne.

Pour une longueur d’onde définie et un angle d’incidence 6 de réflexion totale interne
particulier, I’énergie apportée par le rayon incident va créer une onde évanescente. Quand 6,
vérifiera I’équation (13), cette derniére sera capable de résonner avec I’onde électromagnétique
du plasmon de surface. Une diminution de I’intensité du rayon lumineux réfléchi est alors

observée due a I’absorption de cette énergie photonique (Figure 42).

L’angle correspondant au minimum d’intensité lumineuse réfléchie est appelé 1’angle de
résonance (6z). La valeur de cet angle de résonance dépend des indices de réfraction 7 des deux
milieux entourant le métal. L’indice de réfraction du prisme restant inchangé, toute
modification de I’indice de réfraction de la partie diélectrique entrainera un changement de

I’indice de réfraction et une variation de 1’angle de résonance allant d’un angle A a B (Figure
42).
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Intensité de la

lumiére réfléchie
' F 3
Prisme
0,

€y /
Meétal — Onde évanescente
Diélectri

lelectnique Plasmon de surface A B >

o

Angle 63

Figure 42 : Illustration du phénomene de résonance plasmonique de surface.

2.1.3 Instrument, mesure et modélisation
2.1.3.1 Le biocapteur

Les appareils de SPR utilisés généralement en biologie sont composés de plusieurs
composants : une source lumineuse, un détecteur, une surface métallique (un film d'or), un
prisme dans la configuration de Kretschmann (Figure 38) et un systeme fluidique (Figure 43).
Comme discuté précédemment la SPR permet de détecter un changement d’indice de réfraction
tres proche d'une surface métallique. Lorsqu’on étudie I’interaction entre une petite molécule
et une protéine, la surface métallique contient la protéine d’intérét greffée et la partie
diélectrique correspond a de 1’eau (Tampon). Le systéme microfluidique permettant d’injecter
en continu la molécule en solution. Si la molécule interagit avec la protéine greffée, il y a une
augmentation de la masse a la surface. Cette variation entraine un changement d'indice de
réfraction a la surface donc de 1’énergie nécessaire pour exciter les plasmons de surface. Le
principe de la SPR consiste a mesurer cette variation d’indice de réfraction.

Trois méthodes de mesure de modification de 1’indice de réfraction sont utilisées dans les

biocapteurs :

¢ 2 longueur d’onde fixe, I’angle de résonance varie.
e pour un angle d’incidence fixe, la longueur d’onde d’excitation va changer.

¢ 2 angle d’incidence et longueur d’onde fixe, I’intensité lumineuse va changer (Figure 43A

et B).
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Figure 43 : Présentation schématique de fonctionnement d’un biocapteur SPR.

La méthode la plus utilisée dans les appareils commerciaux est la mesure du changement de
I’angle de résonance (Figure 43A) qui peut étre suivi en temps réel gréce a un détecteur optique
qui mesure le changement d'intensité lumineuse. Cette variation d'angle est traduite en unité de
résonance (RU) qui correspond a une variation de 1’angle de résonance de 10 degré. Les
signaux sont compilés dans un graphique nommé sensorgramme (Figure 43B). Il est donc
possible de mesurer en temps réel, a I’aide des sensorgrammes, ’affinité ainsi que la cinétique
des interactions entre les molécules injectées et les biomolécules (ligands, Figure 43) fixées a

la surfacel86-188,

Cette technologie utilisant la configuration de Kretschmann (Figure 38) a été commercialisée
pour la premiére fois en 1990 par la société Pharmacia Biosensor sous le nom de Biacore®®.
Cette configuration est plus avantageuse en pratique, compte tenu que le plasmon peut dans ce
cas révéler des changements d’indice du milieu extérieur (diélectrique). C’est pourquoi cette
configuration est la plus rencontrée dans les dispositifs expérimentaux de SPR dont le Biacore
(groupe Cytiva). Depuis, plusieurs plateformes ont été développées et commercialisées. Les

études SPR au cours de cette thése ont été réalisées sur un appareil Biacore T200.
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2.1.3.2 La surface du biocapteur

Comme décrit auparavant, la SPR permet de détecter une variation de matiére sur une
surface métalliqgue. Ce phénomeéne est exploité dans les biocapteurs afin de détecter les
interactions entre une biomolécule immobilisée sur cette surface et un partenaire biologique.
La surface de transduction développée par Biacore est constituée d’une fine couche d’or (50-
100 nm) sur une lamelle de verre (avec le méme indice de réfraction que le prisme). L'or a été
préféré a d’autres métaux comme 1’argent, le cuivre ou I’aluminium en raison de sa stabilité
chimique. II s’agit d’un systéme jetable (sensor chip) qui vient se positionner sur le prisme

lorsqu’il est introduit dans 1’appareil. (Figure 44).

o+ e
» - ~
¢/
&

Figure 44 : « Sensor chip » vendu par Cytiva, avec sa surface d’or.

Des études de chimie de surface ont permis la modification de I'or par une couche auto-
assemblante de thiols a longue chaine a laquelle une matrice constituée de dextrane
carboxyméthylé a été immobilisée a la surface et forme un hydrogel. L'épaisseur de cette couche
d’hydrogel de dextrane (100 & 200 nm) est compatible avec le champ évanescent, et crée un
environnement favorable pour la plupart des interactions biomoléculaires!®®®*, De plus, les
groupements acides carboxyliques des chaines saccharidiques permettent de greffer de facon

covalente des ligands (une enzyme dans notre projet) a la surface du biocapteur (Figure 45).

Analyte mjecté ‘L%
o 0~—~C00

Ligand greffé sur

le dextrane [ kﬁ }
o %ﬁ

Verre

oo

HO
¢}

1)1y
Dextrane
carboxymeéthylé

S
Surlace d'or

Figure 45 : La nanoarchitecture d’une surface SPR composé de dextrane carboxyméthylé dont la

structure est représentée (a droite). Image (a gauche) reproduite de Schasfoort and Tudos!®,
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2.1.3.3 Le systeme microfluidique

Un systéme a deux seringues controle I’apport des différentes solutions. Ces derniéres
sont contenues dans des tubes déposés sur un support alphanumérique (microplaques de 96 ou
384 puits) dans un caisson thermostate. Le systeme microfluidique est constitué de quatre
canaux (Figure 46) qui une fois pressés contre la surface d’or (sensor chip) forment quatre
surfaces distinctes, Fcl pour la surface de référence et Fc2, Fc3 et Fc4 pour la fixation des

protéines, d’anticorps ou de molécules.

Flux
entrant ':>< Fcl
«—>
Fc2 ,
Electrovanne
tique
— pneuma
Fc3
«—>
Flux
sortant <:\/7 Fe4

Figure 46 : Schématisation d’un systéme microfluidique de ’appareil Biacore T200.

Le logiciel informatique permet de programmer les séquences d’injection a I’aide d’un systéme
d’électrovalves pneumatiques (points noirs sur la Figure 46) qui contrdlent les débits d’injection

et les solutions injectées.

2.1.4 Mise en ceuvre d’une expérience et analyse des données
2141 Immobilisation du ligand sur la surface d’or

Les biomolecules comme les enzymes peuvent perdre une partie ou toute leur
« bioactivité » lors de leur immobilisation. Ce phénomeéne peut étre attribué a plusieurs causes :
changement de conformation de I’enzyme lors de son immobilisation, géne stérique, orientation
non favorable. Plusieurs méthodes d’immobilisation sur la surface d’or ont été développées,
notamment sur une surface d’or recouverte de dextrane. On décrira uniqguement dans ce chapitre
la méthode de couplage utilisée dans ce projet (bien que d’autres avaient été envisagées si celle-

ci avait posé probléme).
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Le dextrane carboxylméthylé (CM) est un polymeére flexible, dont la carboxyméthylation
permet d’avoir une charge nette négative, limitant ainsi I’adsorption non spécifique. L’absence
de réticulation entre les chaines permet d’avoir un environnement tridimensionnel ouvert ou la
matrice de CM peut étre utilisée pour la fixation covalente des protéines'®. En effet, les
groupements carboxyles permettent une immobilisation des biomolécules via une liaison
covalente sur la surface. Cette méthode est la plus utilisée en SPR car elle permet de fixer
directement les protéines a la surface, via les groupements amines des résidus lysines!®4. Ce
couplage consiste a faire réagir les groupements amines primaires des lysines avec les
groupements acides carboxyliques présents a la surface suite a une réaction avec I’'EDC (1-
éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide) et le NHS (N-hydroxysuccinimide)

Finalement de I’éthanolamine permet de bloquer les sites activés n’ayant pas réagi'® (Figure

47).

)
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Figure 47 : Réaction de couplage entre les amines primaires de I’enzyme et les groupements
carboxyliques présents a la surface via une activation par NHS / EDC.

2.1.4.2 Le sensorgramme

Une mesure en continu des variations de l'angle de résonance permet d’obtenir un
sensorgramme qui est représentatif des interactions entre les biomolécules immobilisées et les

composés injectés dans la cellule microfluidique (Figure 48). Les changements de masse dus a
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’association ou a la dissociation des complexes modifient 1’angle de résonance. Cette variation
d’angle est exprimée en unité de résonance (RU ; 1RU = 10 degré) et rend compte de ce qui
est présent a un instant t sur la surface métallique. Ce signal permet de recueillir les données
cinétiques d’association et de dissociation entre les biomolécules immobilisées (les protéines

dans notre cas) et les analytes injectés.

~ -~
- aw -
SR ,i.‘. ¥ w -

u
YYYYYYYYYY !Y’l‘!tll!! M””’” '.",””' !:!:!:lgtll YYYYYYYYYY
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Dissociation

Association Arrét de I'injection du ligand

Régénération

Injection du ligand

Ligne de base
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Temps (s)

Figure 48 : Exemple de sensorgramme ou suivi cinétique en temps reel de la lumiére réfléchie

décrivant successivement une phase d’association et une phase de dissociation.

Un sensorgramme est composé de plusieurs phases :

La ligne de base correspond au signal en présence de tampon (injection de tampon) lorsque la

biomolécule est immobilisée.

La phase d’association correspond a la formation d’un complexe entre 1’analyte injecté et la
« biomolécule » immobilisée (injection du ligand). La réponse atteint un plateau correspondant

a I’équilibre entre association et dissociation du complexe.

La phase de dissociation commence lorsque I’analyte n’est plus injecté. Les complexes formés

se dissocient lors de I’injection de tampon.

Une solution de régénération peut étre injectée si la dissociation du complexe n’est pas

complete.
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On appellera un cycle la réalisation d’un sensorgramme (Figure 48) : de I’injection du ligand

au retour a la ligne de base. On notera expérience : I’accomplissement de plusieurs cycles.
2.1.4.3 La surface de référence

La qualité des données obtenues par SPR dépend de nombreux parameétres, notamment
de la surface de référence qui permet de corriger certains artefacts. Des réponses incorrectes
peuvent étre observés en SPR pour différentes raisons telles que: (i) I’existence d’une
différence d’indice de réfraction entre le tampon circulant et celui de 1’échantillon injecté ; (ii)
la présence d’interactions non spécifiques ; (iii) le changement de I’indice de réfraction au début

de chaque cycle.

L’appareil Biacore que nous avons utilisé permet de suivre le signal sur 4 canaux en méme
temps. La surface d’or peut étre « découpée » en 4 surfaces différentes ce qui permet de traiter
les 4 surfaces séparément. On peut ainsi prévoir une expérience avec une surface de référence
(sans protéine greffée), une surface avec 1 ou 2 protéines étudiées greffées et une surface avec
une protéine témoin greffée. La surface de référence subit les mémes traitements que les
surfaces activées lors de la fixation de la protéine (méme traitement chimique que lors de
'immobilisation). L’appareil permet de suivre en temps réel les signaux des 4 surfaces. Un
traitement informatique permet de soustraire le signal de référence aux autres signaux afin
d’améliorer les données.

Cependant, une légere déviation du signal au cours de 1’expérience (composee de plusieurs
cycles) est souvent observée. Cette déviation est unique a chaque cellule microfluidique, surface
et conditions opératoires. L’injection de tampon a intervalle régulier au cours de 1’expérience
permet d’observer ce décalage et de le corriger. La moyenne des réponses du tampon est
soustraite aux données récoltées afin de les normaliser. Cette correction ajoutée a la correction
par la surface de référence (Fcl) permet d’obtenir de meilleurs résultats et est connue sous le

nom de double-référencage.
2.1.4.4 Modélisation des interactions

La SPR est utilisée pour 1’étude des cinétiques d’interaction protéine-petite molécule,
protéine-peptide, protéine-ADN, protéine-protéine. A partir des sensorgrammes les constantes
cinétiques Ka (constante d’association) et kq (constante de dissociation) et la constante de

dissociation Kp peuvent étre déterminées.
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Le signal mesuré en SPR correspond a une variation de I’indice de réfraction () a la surface
du biocapteur. Lorsque des interactions se produisent au niveau de la surface d’or, comme la
formation d’un complexe entre I’analyte (A) et le ligand (B, dans notre cas une protéine), la
masse augmente et I’indice de réfraction est modifié. Cette variation est rapportée en unité de
résonance en fonction du temps, formant ainsi un sensorgramme qui est décrit selon trois

équations (Figure 49).

Equation A Equation B
_ RmaxCO 1 RmaxCO
1“”‘@+%<_AWMWJ R“_@+%

Equation C

R.(t) = Rye ka(t=to)

a

Temps

Réponse (RU)

Figure 49 : Sensorgramme et équations associées.

Dans la Figure 49, C, est la concentration en analyte A, R: est la réponse a un instant t, Rmax
est la réponse maximal de 1’analyte et Rgq est la réponse mesurée a 1’équilibre.

Les différentes phases d’association, de dissociation et d’équilibre sont décrites selon les
équations de la Figure 49 et découlent des lois de cinétique suivantes pour une interaction

biomoléculaire simple :

k
A+B = AB (14)
ka

Q

avec, v, = k,[A][B] et v, = k4[AB] et la constante de dissociation Kp associé :

a. La phase d’association

Si on consideére que [A] correspond a la concentration 1’analyte injecté et [B] & la concentration
du ligand immobilisé :
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[A]= constante = C; ; [B]t =[Blmax — [AB]¢ (15)
or o= kalAl[B] ~ ky[AB] (16)

) = kaCo([Blmax — [AB]) — kylAB] (17)

doi L= —[4B)(keCo +ka) + KaColBlmax (18)

Si on considere R la réponse obtenue par 1’appareil SPR, et reportée sur le sensorgramme,

R; « [AB] et Rpax < [Blmax avec o signifiant proportionnel
alors

dR;

o =Ry (kyCo + kg) + kqCoRmax (19)

Or pour une équation de type % = ay + b,la solution de I'équation est y(x) = Ce®* — —

— kaCoRmax
donc R (t) = Ce~KaCo Tkayt 4 m (20)
Si on considere queat=0, R, = 0,on obtient: C = — KaCoRmax _ _ CoRmax (21)
kaC0+kd CO +KD
: _ _ CoRmax 1
On obtient finalement I’équation A : R.(t) = C(:)+KD 1- TeaCorig) ) (22)
b. La phase de dissociation :
Le fragment A n’est plus injecté at=1to: [A] =0
d[AB]

48] 1, [AJ[AB] — kq[AB] = — kq[AB] (23)

Si on considere R, la réponse obtenue par ’appareil SPR, et reportée sur le sensorgramme,

dR
S = —kaR, (24)

On obtient finalement I’équation C : R.(t) = Rye Fka(t=to) (25)

avec R, la valeur du sensorgramme a la fin de la phase d’association,
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d’out R,(t) = —CC‘;R:’;; e ~ka(t=to) (26)

c. A Péquilibre :

L’équation B (Figure 49) décrit I’état d’équilibre entre un analyte A et un ligand immobilisé B,

elle permet de déterminer la constante de dissociation Kp.
Cet équilibre implique que les vitesses d’association et de dissociation soient égales :
kq[A][B] = k4[AB] (27)

avec la constante d’équilibre qui s’écrit :

_ I _ ka
Kp = [AB] ~ kq (28)

Lorsque le Kp est mesuré a partir des valeurs a 1’équilibre (Req), 1’équation peut se simplifier

comme suit :
— [A]([B]max_[ABD
KD - [AB] (29)
avec
[B]max X Rpax et [AB] o Réq et [A]= Co (30)
KD — Co(Rrr;ax_Réq) (31)

éq

Apres réarrangement de 1’équation (31), I’équation B est obtenue :

_ CORmax
Req = CotKn (32)
A I’équilibre, si
_ Rmax _ CoRmax
Réq - 2 - Co+Kp (33)
alors
Kp = Gy (34)

Ainsi, le Kp peut étre déterminé comme la concentration en A pour laquelle 50 % de I’enzyme

B est saturée (Figure 50).
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Rmax 12 |- 50 % de saturation

KD Concentration [A]
Figure 50 : Courbe de saturation des réponses a I’équilibre d’aprés le modéle d’interaction de

Langmuir (1:1).

La courbe de saturation correspond aux réponses a 1’équilibre (Rsq) des sensorgrammes obtenus
pour différentes concentrations en analyte A. Les Rsq correspondent aux valeurs en RU a

1I’équilibre, ¢’est-a-dire lorsque le sensorgramme atteint un plateau (Figure 51A, rectangle gris).

A) B)

f AN

) _ ///'
1 Tracé ] +

. (RU)

Réponse (RU)

Temps [A]

Figure 51 : Sensorgramme et tracé des réponses a I’équilibre a différentes concentrations de
Danalyte A. A) Sensorgrammes obtenus pour 8 concentrations différentes en analyte. Le rectangle
gris représente l'intervalle dans lequel le Req €St mesuré. B) Tracé des réponses a [’équilibre en
fonction des concentrations en analyte [A]. Le Kp est représenté par la ligne verticale noire.

Tous les systémes biologiques ne suivent pas le modele cinétique biomoléculaire simple décrit

ci-dessus.

Plusieurs parameétres expérimentaux peuvent étre source de probléeme dont 1’hétérogénéité de
la surface provenant généralement d'une orientation aléatoire des macromolécules greffées mais
aussi de la fixation trop importante des macromolécules a la surface de la puce qui engendre

une mauvaise estimation des constantes cinétiques de dissociation des complexes® %, De
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plus, des steechiométries différentes de 1:12%° et des changements de conformation?®! peuvent

également expliquer certains effets expérimentaux.

Cependant, dans le cas des interactions entre protéines et petites molécules, comme enzyme-
fragment, le modele de la Figure 49 décrit de facon adéquate les interactions dans la grande

majorité des cas'®.

Au cours de cette these, la SPR a été utilisée dans le but de cribler une chimiotheque de petites
molécules appelées fragments pour sélectionner ceux qui se lient a I’enzyme Ba-IspD. Cette
enzyme catalyse la conversion du MEP et du CTP en CDP-ME (Schéma 6). La partie suivante

se concentrera sur 1’étude réalisée.

2.2 Utilisation de la SPR pour le criblage de fragment

2.2.1 Production et purification de I’enzyme Ba-IspD

Le geéne codant pour ’enzyme IspD de Bacillus anthracis a été synthétisé, aprés
optimisation des codons, par la société Genscript, puis cloné dans le vecteur pET-28a. Des
cellules compétentes d’Escherichia coli BL21(DE3) ont été transformées avec ce vecteur.
L’enzyme Ba-IspD a été surexprimee avec une étiquette Histidine afin d’utiliser une colonne
d’affinité Ni%*-NTA (Qiagen) pour sa purification. L’enzyme Ba-1spD est une enzyme de 25944
Da (Figure 52) contenant 19 lysines.

Gel SDS-PAGE d’IspD de Bacillus anthracis

kDa

o2

116 =
66,2 —

45 -
35 -

-
'

|

25 =

18,4 .
14,4 -

I
|

1

Figure 52 : Gel SDS-PAGE de I’enzyme Ba-1spD aprés purification sur une colonne Ni?*-NTA.
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2.2.2 Le Biacore T200

L’appareil utilisé lors de nos études est le Biacore T200 (Cytivia) installé¢ dans 1’équipe
du Dr Gilles Travée (UMR 7242) a I’Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et

Cellulaire de Strasbourg.

C’est un appareil automatisé de trés haute sensibilité doté du logiciel de controle Biacore T200
Control Software et du logiciel de traitement de données Biacore T200 Evaluation Software
(Figure 53).

Figure 53 : Image d’un systéme Biacore T200 et de son logiciel de contrile.

2.2.3 Développement de la méthode pour détecter les interactions avec Ba-lspD
par SPR

Avant d’effectuer le criblage de la librairie de fragments, il a fallu développer la méthode
utilisée en SPR et la valider. Deux protéines ont été immobilisées sur une puce CM5 via un
couplage peptidique. Il s’agit des enzymes Ba-IspD et Ec-1spD (disponible au laboratoire) dans
le but de savoir si des fragments sélectifs de chacune des enzymes pouvaient étre sélectionnes.
La protéine de sérum bovine (BSA) a aussi été fixée afin d’éliminer du criblage les fragments
non spécifiques a IspD. Plusieurs tampons (Tableau 5) ont été utilisés a différentes étapes du

processus de SPR notamment lors de I’immobilisation des protéines et du criblage.
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Phosphate NacCl MgCl, Surfactant P20 | DMSO
Tampon pH
(mmol/L) (mmol/L) | (mmol/L) (V/Iv) (V/v)
Immobilisation 50 150 2,5 0,005 % 0% 7,4
Analyse 50 150 2,5 0,005 % 5% 7,4
o

0\/1\ J\/\/\/\/\/\

(o)

w

HO\}/\O 0/\.]/0H
z y

Tableau 5 : Composition des tampons d’analyse utilisés dans les expériences de SPR.

Structure du Surfactant P20 :

w+x+y+z=20

Le tampon utilisé lors du criblage contient 5% de DMSO afin d’améliorer la solubilisation des
fragments. Une courbe de correction a été réalisée afin d’éliminer les variations de
concentration de ce solvant (cf. 2.2.3.2). Une fois ces problémes techniques résolus, la méthode
a éte validée en mesurant la constante de dissociation (Kp) entre les enzymes Ba-IspD et Ec-
IspD et la cytidine triphosphate (CTP) qui est un des deux substrats naturels d’IspD.

2.2.3.1 La stratégie d’immobilisation des biomolécules

Les enzymes Ba-IspD et Ec-IspD ainsi que la BSA ont été immobilisées sur la puce
CMS5 par couplage peptidique entre les amines des protéines et les acides carboxyliques de

I’hydrogel (Figure 47) sur les surfaces Fc2, Fc3 et Fc4 respectivement.

Le pH et la molarité du tampon dans lequel est solubilisée la protéine sont des parameétres
importants pour la réussite du processus de fixation sur la puce CM5. Le pH du tampon

d’immobilisation a été déterminé selon le point isoélectrique (pl) de la protéine (Tableau 6).

Protéines Ba-IspD Ec-IspD BSA
pl 6,53 6,16 4,70
Acétate de Acétate de Acétate de
Tampon sodium 10 mM sodium 10 mM sodium 10mM
pH =5,0 pH =5,0 pH =4,0

Tableau 6 : Composition des tampons d’immobilisation en fonction du point isoélectrique des

différentes enzymes et protéines.

Dans la plupart des méthodes d’immobilisation, la protéine est concentrée a la surface par un

processus de pré-concentration électrostatique. Ce phénoméne se produit lorsque le pH du
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tampon d’immobilisation de la protéine est inférieur au point isoélectrique de la protéine. En
effet, la protéine est alors globalement chargée positivement, mais le pH doit étre supérieur au
pKa des groupes carboxyles de la surface (pKa = 3,5) de sorte que ces groupements restent

chargés négativement (Figure 54).

Protéines 7;57

dans un tampon
avec un pH < pl -

3,5 <pH <pl

Hydrogel
CM

pKa=3,5
Surface d’or

Figure 54 : Illustration des interactions électrostatiques entre la protéine et la surface lors d’une

pré-concentration.

De plus, une faible force ionique favorise ces interactions électrostatiques, ce qui explique que
les tampons utilisés ont une faible molarité (10 mM). Le couplage covalent se fait dans des
conditions douces afin qu’une petite fraction des groupes nucléophiles (amines) soit réactive,
ce qui conduit a tres peu de points d’immobilisation, avec peu ou pas de réticulation et une forte
probabilité de préserver 1’activité?®?. A noter que d’aprés une étude de Papalia et al.?®® sur
I’anhydrase carbonique II, les constantes cinétiques (ka, k4, Kpo) déterminées par la SPR étaient
corrélées a celles obtenues par ITC en solution. Ainsi, les auteurs en ont conclu que la liaison
covalente entre les biomolécules et la surface ne semble pas modifier les mesures des constantes

cinétiques.

Le sensorgramme issu de la fixation des trois protéines est illustré dans la Figure 55. On peut y
observer les différentes étapes de la fixation : injection de la solution NHS/EDC, puis des
différentes protéines et enfin de 1’éthanolamine. Il permet d’évaluer les différents niveaux

d’immobilisation des protéines. Le taux d’immobilisation (TT) d’une protéine est mesuré en
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faisant la soustraction entre la valeur RU avant injection de la protéine (t = 700 s) et la valeur

RU obtenue aprés désactivation de la surface par 1’éthanolamine (t = 1450 s) (Figure 55).

85000

Fcl

80000 + .
Fc2

Fc3
55000 -+

Fc4

50000 4

Réponse (RU)

45000

35000 +

- Aucun ligand

: Enzyme Ba-IspD
- Enzyme Ec-IspD
: Protéine BSA

|

40000 1 |
|

1 "'

Enzymes/Protéines

Ethanolamine

UOLDSIIqOWIIL, P XID ]

o

30000 .

] Ll

800 1000

Temps (s)
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Figure 55 : Sensorgramme de I'immobilisation des enzymes Ba-1spD, Ec-1spD et de la BSA. La
solution d’EDC/NHS est injectée pendant 10 min, les enzymes sont injectées respectivement pendant
30,455, 90 s (x2) et pour ’éthanolamine 120 s. Les doubles fleches représentent le taux

d’immobilisation de Ba-1spD (vert), Ec-IspD (bleu) et BSA (rose).

Le taux d’immobilisation moyen différe selon les enzymes IspD de Bacillus anthracis,

d’Escherichia coli et de la BSA. Ce taux est corrélé a la quantité d’enzyme fixée. Une réponse

de 1000 RU correspond a une variation de la masse d’environ 1 ng/mm? (100 ng/cm?) sur une

puce CM5 (surface 1 cm?). En considérant la hauteur de I’hydrogel CM5 a 100 nm, une réponse

de 1000 RU lors de la fixation d une protéine correspond a une concentration de 10 mg/ml (100

ng de protéine fixée pour un volume de 1x10° ml) de protéine (Tableau 7) :

Protéines Ba-IspD Ec-IspD BSA
Temps d’injection (s) 30 45 90 (x2)
Taux d’immobilisation moyen (RU) 12894 + 186 9053 + 300 5831 + 380
Concentration en protéine (mg/ml) 129+ 2 91+3 58 +4

Tableau 7 : Le taux d’immobilisation des enzymes IspD et de la BSA en fonction du temps
d’injection et la conversion en concentration massique.
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D’aprés le taux d’immobilisation d’une enzyme (Tableau 7), la réponse Rmax théorique d’un
analyte, s’il occupe tous les sites de fixation du ligand, peut étre calculée selon 1’équation

suivante :

MM 4
MMy,

Raxthéorique = *TI*n (35)

avec MMa la masse molaire de I’analyte (Da), MM, la masse molaire du ligand (Da), T1 le taux
d’immobilisation (RU) et n la stoeechiométrie de liaison.

Cependant, selon leur immobilisation, toutes les enzymes ne sont pas orientées de la méme
fagon et leurs sites actifs sont plus ou moins accessibles. Une activité de la surface (Ract)
correspondant au pourcentage de site actif accessible peut étre déterminée selon 1’équation

suivante :

Rmaxx100
Rmaxthéorique

Rget (%) =

(36)

aveCc Rmax , le Rmax expérimentale (RU) et Rmax théorique la réponse maximale théorique

calculée ci-dessus.
2.2.3.2 La courbe de correction du DMSO

Le signal mesuré en SPR correspond a une variation de 1’indice de réfraction (n) a la
surface du biocapteur. Lorsque des interactions se produisent au niveau de la surface d’or,
comme la formation d’un complexe enzyme-molécule, la masse augmente entrainant une
modification de I’indice de réfraction et un signal SPR. Un signal supplémentaire peut étre
obtenu lorsque le tampon d’analyse différe du tampon d’injection de 1’analyte. Ce signal est
appelé effet de solvant. Lorsque ce signal est faible, il peut étre corrigé par soustraction du
signal de la surface de référence (Fcl). Cependant, la présence d’un solvant avec un indice de
réfraction plus élevé que celui du tampon, comme le DMSO, conduit a un effet de solvant tres
important : la présence de 1 % de DMSO engendre une variation d’environ 1200 RU.

Ces variations sont trop importantes pour étre corrigées uniquement par soustraction du signal
de la surface de référence. C’est pourquoi des courbes de calibration ont été réalisées avec des
pourcentages compris entre 4,5 et 5,8 % de DMSO (Figure 56). Ces valeurs encadrent le
pourcentage de DMSO du tampon de criblage (tampon phosphate, 50 mM Na;HPO4, 150 mM
NaCl, 0,005% Surfactant P20, 2,5 mM MgCl_, pH 8,0) qui est de 5%.
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Figure 56 : Elaboration des courbes de calibration comprises entre 4,5 % et 5,8 % en DMSO.
A) Réponses de la gamme de DMSO sur les 4 surfaces de la puce CM5. B) Ajustement des réponses du
DMSO des surfaces Fc2-1, Fc3-1 et Fc4-1 issus de A).

Lors de la réalisation d’une expérience, une gamme de DMSO composée de 8 solutions
comprises entre 4,5 et 5,8 % en DMSO est injectée sur chaque surface donnant une réponse en
RU (Figure 56A). Apres soustraction des réponses de la surface de référence, les réponses du
DMSO (Active-Reéférence) sont tracées en fonction de la réponse de la surface de référence et
correspondent aux courbes de calibrations (Figure 56B). Pour chaque surface la courbe de

calibration est réalisée en triplicata en début, milieu et fin de I’expérience.

Les réponses des analytes (fragments ou CTP) sur les surfaces Fc2, Fc3 et Fc4 sont corrigees
une premiére fois avec la surface de référence (Figure 57A) puis une seconde fois par rapport
a la courbe de calibration de DMSO (Figure 57C).

Dans I’exemple de la Figure 57, un analyte montre une réponse de 212,2 RU sur Fcl
(Référence) et une réponse de 256,6 RU sur Fc2 (Ba-IspD) : la réponse corrigée par la surface
de référence correspond a la soustraction de Fc2-Fcl (256,6 - 212,2 RU) qui conduit a une
réponse de 44,4 RU (Figure 57A). La correction par la courbe de calibration du DMSO pour la
réponse de 212,2 RU sur Fcl conduit a une correction de - 7,4 RU sur Fc2-1 (Figure 57B).
Ainsi, la réponse corrigé 44,4 RU se voit soustraire - 7,4 RU de correction et la réponse de
I’analyte notée Fc2-1 corrigée est de 51,8 RU (Figure 57C).

Ces corrections ont éte effectuées pour toutes les expériences, de la mise en place de la méthode,
au criblage des fragments et a la détermination des Kp. Ces corrections sont nécessaires car les

réponses attendues pour les fragments sont de 1’ordre de quelques RU.
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Figure 57 : Exemple de corrections de la réponse d’un analyte injecté sur la surface couplée avec
Ba-IspD. A) Sensorgramme de la réponse de ’analyte sur la surface de référence (rouge) et sur la
surface couplée a l’enzyme Ba-1spD (vert) ainsi que la réponse soustraite Fc2-1 (bleu). B) Courbes de
corrections du DMSO pour les trois surfaces, Ba-IspD, Ec-1spD et la BSA. Les réponses soustraites
(active-référence) sont tracées en fonction de la réponse de la surface de référence. Sensorgramme de
la réponse d’un analyte apres correction par la surface de référence (rouge) et la réponse apres la
correction par la courbe de calibration du DMSO (vert).

2.2.4 Validation de la méthode SPR en utilisant un substrat de I’enzyme IspD

Afin de s’assurer que la fixation des protéines est correcte et n’a pas engendré la
dénaturation des deux enzymes IspD, une premiere étude a été réalisée en injectant du CTP.
Cette molécule étant I’'un des deux substrats de I’enzyme IspD, elle devrait avoir une affinité

avec les enzymes IspD fixées et engendrer un signal en SPR.
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Apres avoir confirmé que I’injection de CTP conduit bien & une réponse en SPR pour les
surfaces contenant IspD, les Kp de Ba-IspD et d’Ec-IspD ont été déterminés par SPR. D’aprés
la Figure 49, la partie du sensorgramme obtenue aprés un temps suffisamment long d’injection
du CTP correspond a 1’équation :

_ [CTP]Rmax

€4 ™ [cTP]+Kp (7)

0U Rmax st la réponse maximale de 1’analyte (RU), Req est la réponse mesurée a 1’équilibre par

SPR a la concentration utilisée en CTP et Kp la constante de dissociation.

La détermination des Kp est donc réalisée en mesurant les réponses Req obtenues en SPR a
différentes concentrations en CTP pour les enzymes Ba-IspD et Ec-IspD, puis en tracant la
courbe de Rsq en fonction de la concentration en CTP.

Des solutions contenant 4,69 ; 9,38 ; 18,75 ; 37,5 ; 75 ; 150 et 300 uM de CTP ont été injectées

six fois sur les 4 surfaces en simultanée au cours d’une expérience (Figure 58).

A) Référence B) Ba-IspD (9)) Ec-IspD D) BSA
(Fcl) (Fc2-1 corrigé) (Fc3-1 corrigé) (Fc4-1 corrigé)
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Figure 58 : Réponses de la gamme de concentration en CTP sur les 4 surfaces de la puce CM5 avec
un temps d’injection de 60 s. A) Réponses mesurees sur la surface de référence. B) Réponses
mesurées sur la surface contenant /’enzyme Ba-1spD. C) Réponses mesurées sur la surface contenant
I’enzyme EC-1spD. D) Réponses mesurées sur la surface contenant la BSA. Les réponses sont
corrigées par rapport a la référence et a la courbe de calibration. La valeur du Req est mesurée 4

secondes avant la fin de l’injection.

Pour cette expérience le CTP a été solubilisé dans un tampon avec 5% de DMSO pour rendre
compte des conditions du criblage des fragments. Une correction par la surface de référence
(Fcl) a ete faite (Figure 58A). Les sensorgrammes B et C de la Figure 58 correspondent aux
réponses mesurées sur les surfaces greffées avec 1I’enzyme Ba-IspD (Fc2) et I’enzyme Ec-IspD

(Fc3) respectivement, avec correction par la surface de référence. La derniere surface greffée
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avec la BSA (Fc4) permet d’avoir un contrdle de la sélectivité du CTP par rapport aux enzymes.
Le sensorgramme de la BSA ne montrent aucune réponse quelle que soit la concentration en
CTP (Figure 58D), ce qui confirme que les réponses mesurées sur Fc2 et Fc3 sont spécifiques

a une interaction entre les enzymes IspD et le CTP.

Le Kp pour les deux enzymes IspD, est déterminé en tracant les réponses a 1’équilibre (Req) €n
fonction de la concentration en analyte A (ici le CTP) (Figure 59). La courbe est représentée
par 1’équation :

R _ Rmax [A] +

€4 = Ky +1A] (38)

OU Rmax est la réponse maximale de 1’analyte (RU), Req est la réponse mesurée par SPR a la
concentration définie et y est la valeur de I’ordonnée a 1’origine de la courbe expérimentale ne
passant par zéro. L’ajustement de la courbe selon 1’équation (38) en utilisant le logiciel

Biaevaluation de I’appareil Biacore permet de déterminer le Kp et le Rmax (Figure 59).
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Figure 59 : Traces des réponses du CTP en (A) de Ba-IspD et en (B) de Ec-IspD, en fonction des
concentrations 4,69 (rouge), 9,38 (vert), 18,8 (bleu), 37,5 (rose), 75 (cyan), 150 (jaune), 300 uM
(violet).

Des cinétiques enzymatiques réalisées précédemment au laboratoire par le Dr. Zoljargal
Baatarkhuu ont permis de déterminer les constantes de Michaelis-Menten entre le CTP et les
deux enzymes Ec-1spD'% et Ba-IspD (résultats non publiés).

Constantes des enzymes Ba-IspD Ec-IspD
Kwm 22+ 2 uM 84 +9 uM
Kb 82+ 3 uM 118 + 8 uM

Tableau 8 : Constantes cinétiques Kv et Ko des deux enzymes Ba-IspD et Ec-1spD.
La relation entre le Kp et le Km peut étre établie a partir des équilibres suivants?® :
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kl kz (kcat)
E+S = ES = E+P (39)
k_, k_,

avec S le substrat, E I’enzyme, P le produit et k_, négligeable :

—ka — k-1tkear
Kp = k1 et Ky = Py
Ainsi, lorsque que k_; >> k., ¢’est-a-dire quand la formation du produit est lente par rapport

a la dissociation complexe enzyme-substrat, on obtient :
Ky ~—=Kp (40)

Dans ces conditions le Kwu est équivalent au Kp. Les valeurs de Kp déterminées pour les deux
enzymes Ba-1IspD et Ec-IspD sont respectivement de 82 uM et 118 uM et sont du méme ordre
de grandeur que le Km de Ba-IspD et d’Ec-IspD déterminés au laboratoire par des cinétiques
enzymatiques qui sont respectivement de 22 uM et 84 uM. Ainsi, la méthode développée par

SPR a pu étre validée et utilisée pour le criblage des fragments.

Le tracé des Req ci-dessus (Figure 59) montrent des réponses maximales (Rmax) relativement
différentes entre les deux enzymes Ba-IspD et Ec-IspD : 82,5 RU et 35,6 RU respectivement.
Ces valeurs sont fonction du nombre d’enzymes immobilisées sur les surfaces et 1’accessibilité

de leur site actif apres fixation (cf. 2.2.3.1, Tableau 7, p. 80).

Un Rmax @ pu étre déterminé pour chaque enzyme avec le tracé des Re¢q obtenus avec I’injection
de CTP (Figure 59). Les Rmax théoriques des enzymes Ba-IspD et Ec-IspD ont été calculés
(équation 35) avec une masse molaire du CTP égale a 530 Da et une steechiométrie de 1

(Tableau 9).

Ligands Ba-IspD Ec-IspD
Masse molaire (Da) 25944 26560
Taux d’immobilisation moyen (RU) 12894 9053
Rmax théorique (RU) 263 180
Rmax (RU) 82 35
Ract (%) 31 19

Tableau 9 : Détermination du pourcentage de site actif accessible.
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D’aprés les valeurs calculées a partir des équations (35) et (36), 31 % des sites actifs de
I’enzyme Ba-IspD immobilisées sont accessibles alors que pour I’enzyme Ec-1spD ce chiffre
n’est que de 19 % (Tableau 9). Ces différences d’accessibilité et de taux d’immobilisation
expliquent que les Rmax expérimentaux obtenus pour Ba-1spD sont plus importantes que pour
Ec-IspD.

2.2.5 Criblage par SPR de la librairie de fragments

La librairie de 500 fragments utilisée dans ce projet a été achetée aupres de la société
Edelris. Les composes sont vendus conditionnés a 100 mM en solution dans le DMSO, répartis
en 5 boites de 96 fragments et 1 boite de 20 fragments. Les fragments ont été nommeés selon le
code alphanumérique de la boite : par exemple un fragment contenu dans la boite numéro 3

placé en position D04 sera nommé B3D04.

Ces fragments ont été criblés en utilisant ces plaques 96 puits et les deux enzymes Ba-IspD et
Ec-1IspD. Seuls les résultats obtenus relatifs a Ba-IspD sont présentés. En effet, les résultats du
criblage des 500 fragments obtenus avec Ec-IspD étaient difficilement interprétables da a la
plus faible immobilisation de I’enzyme sur la surface. Ces problémes peuvent s’expliquer soit
par un site actif moins accessible, 19 % pour Ec-IspD contre 31 % pour Ba-IspD soit par un
taux d’immobilisation plus faible, 8000 RU en moyenne pour Ec-IspD contre 12 000 RU en
moyenne pour Ba-IspD. Une optimisation de la méthode sera nécessaire a 1’avenir en utilisant

une méthode de fixation différente pour I’enzyme Ec-IspD sur la surface.

Les fragments ont été testés a une concentration de 100 uM sur les 4 surfaces. Les
sensorgrammes obtenus pour les 500 molécules sur la surface contenant Ba-IspD sont
représentés dans la Figure 60 avec la correction de I’effet de surface et de la courbe de
calibration du DMSO (Fc2-1 corrigé).

Sur les 500 fragments, certains donnent des sensorgrammes avec des valeurs de RU négatives
(Figure 60). Les sensorgrammes obtenus sur les surfaces sur lesquelles sont fixées Ba-IspD,
Ec-IspD et la BSA sont corrigés par rapport a la surface Fcl afin d’éliminer notamment des
effets de solvant. Si un fragment fournit une réponse supérieure sur la surface Fcl par rapport
a une autre surface, le sensorgramme montre des valeurs négatives. Ces fragments ont été

éliminés immédiatement du criblage car ils se lient a Fc1 et sont donc non spécifiques a IspD.
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Réponses (RU)

-50 -10 a0 70 110 150 180 230 270 310
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Figure 60 : Sensorgrammes des 500 fragments sur la surface greffée avec I'enzyme Ba-IspD.
Un temps d’association de 60 s et de dissociation de 200 s a été utilisé.

Les sensorgrammes des autres fragments qui se lient potentiellement a I’enzyme Ba-1IspD sont
traités selon plusieurs parameétres. Pour plus de clarté, seul le traitement d’une plaque 96 puits

(Boite 3) est représenté comme exemple et cette méthode a été appliquée a tous fragments.

Dans un premier temps, les sensorgrammes générés par les injections des fragments de la boite
3 a une concentration de 100 uM dans le tampon d’analyse (Tableau 5) en utilisant I’enzyme
Ba-1spD ont été corrigés avec la surface de référence (Fcl) et avec la courbe de correction du
DMSO (Figure 61A). Un second graphique a été tracé en reportant les réponses a 1’équilibre
(Req) de chaque fragment en fonction de leur cycle de passage (Figure 61B). Par exemple, les
cycles 25 a 32 et 156 a 163 correspondent a lagamme CTP et les cycles 35 et 152 correspondent

a I’injection des fragments (Figure 61B).

Plusieurs controles ont été effectués lors du criblage des fragments afin de s’assurer de la
stabilité de la protéine greffée sur la surface aprés un certain nombre de cycle. Des solutions de
CTP a differentes concentrations (les mémes concentrations que celles utilisées précedemment
pour déterminer le Kp) ont été injectées en début et fin de criblage (losange bleu de la Figure
61B). Une solution de glucose a 150 UM est injectée en début et fin d’expérience de criblage
(cycle 22 et 166, triangle noir de la Figure 61B) afin d’avoir un contrdle négatif sur le criblage.
Aprés 18 injections, la solution tampon est injectée (carré rouge de la Figure 61B, cycle 12, 30,
..., 138, 156) et toutes les 10 injections, une solution de CTP a 100 uM est injectee (carré vert
de la Figure 61B, cycle 5, 15, ..., 155, 165).
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Figure 61 : Expérience de criblage et tracé des Re¢q en fonction du cycle d’analyse. A) Sensorgramme
des fragments de la Boite 3 sans les sensorgrammes des différents contréles. B) Graphique des valeurs

des Rsq (4 secondes avant fin de ['injection) en fonction du cycle.

Les réponses sont corrigées et ajustées en utilisant les différents contrdles. En effet, apres
correction du sensorgramme Fc2 (Figure 62A) par la réponse de la surface de référence (Fc2-
1, Figure 62B) et la courbe de correction du DMSO (Fc2-1corr, Figure 62C), deux autres
ajustements sont effectués (Figure 62D) : (i) a la réponse corrigée (Fc2-1 corrigé) est soustraite
la réponse du tampon contrdle le plus proche afin d’éliminer les erreurs systématiques dues a
I’effet de solvant et du systéme d’injection (Rgg) ; (i) la réponse soustraite (Rsq) est ensuite
divisée par la masse molaire de I’analyte (MMa) afin d’obtenir une réponse ajustée R», d’apres

I’équation suivante :

100*Rg
Ry, = —— (41)
MM 4
La réponse mesurée en SPR (RU) est proportionnelle a la concentration massique des molécules
qui se lient aux protéines, et donc a la masse molaire des analytes. C’est pourquoi cette

correction est importante pour comparer les réponses des fragments.
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Figure 62 : Les différentes corrections apportées pour traiter les données. A) Réponses sur la
surface Fc2. B) Réponses sur la surface Fc2 moins les réponses de la surface Fcl (Fc2-1). C)
Réponses Rsq, Fc2-1 corrigées par la courbe de calibration de DMSO (Fc2-1 corrigé). D) Réponses
R2, Fc2-1 corrigées et ajustées par rapport a la masse molaire de [’analyte (Fc2-1 corrigé et ajusté).

Dans ce criblage, la plupart des fragments n’ont pas d’affinité pour I’enzyme et forment ainsi

un seuil fictif de fragments non liants. Les fragments qui sont au-dessus de ce seuil de fragments

non liants (Figure 63— trait rouge) devraient correspondre aux fragments qui ont une affinité

pour I’enzyme. Nous avons fixé le seuil @ 5 RU pour la boite 3 et avons sélectionné les

fragments au-dessus du seuil afin d’étudier davantage cette affinité.

Aprés ce traitement des donnees, les réponses obtenues par injection des fragments sur la

surface avec la protéine BSA (Fc4) ont également été corrigées, puis comparées aux réponses

sur Fc2. Les fragments testés sur Fc4 montrant des réponses supérieures ou égales a celles sur

Fc2 ont été considérés comme des fragments non spécifiques a Ba-IspD et supprimés du

criblage. Pour la Boite 3, la comparaison des réponses des fragments sur les surfaces fixées
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avec Ba-IspD et la BSA a permis d’identifier des fragments avec une affinité non spécifique

(Figure 63).
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Figure 63 : Superposition des réponses a I’équilibre corrigées et ajustées en fonction du cycle
d’analyse des surfaces Ba-1spD (Fc2) et BSA (Fc4). Les points entourés en noir correspondent a la
surface Fc2-1 et les non entourés a Fc4-1. Les fragments au-dessus de la coupure (ligne rouge) et

spécifiques a Ba-1spD sont sélectionnés.

Ce traitement des données a été réalisé pour tous les sensorgrammes issus de 1’injection des

500 fragments. Cependant, ces 500 fragments ont été testés sur différentes puces avec différents

taux d’immobilisation (TI) d’enzymes.

Expériences Boites 1 et 6 Boites 2 et 4 Boites 3 et 5

Taux d’immobilisation (RU) 14229 13533 15094

Tableau 10 : Valeurs des taux d’immobilisation selon les expériences réalisées.

Afin de comparer les réponses des fragments entre les différentes expériences, une

normalisation des réponses corrigees et ajustées (Rnorm) a été effectuée selon 1’équation

suivante :

Req _ RyxMMepnzyme

R = = 42
NORM = p .théorique TI%100 (42)
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Figure 64 : Normalisation des réponses corrigées et ajustées des 500 fragments.

Cependant, malgré la normalisation par rapport aux taux d’immobilisation (Figure 64) les

réponses des fragments sont trop différentes entre chaque bofte. 1l est impossible de sélectionner

les fragments d’apres une seule valeur seuil.

Ainsi, les réponses des fragments ont été traitées separément et les criteres de sélection

précédents ont été appliqués afin de déterminer quels fragments se lient a I’enzyme.

Le criblage des 500 fragments a été effectué en duplicata. Sur ces deux réplicas, les fragments

avec des valeurs au-dessus du seuil et avec un signal sur Fc2 supérieur au signal sur Fc4, ont

été sélectionnés.
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Figure 65 : Second criblage des 500 fragments avec les réponses normalisées en fonction du cycle.
Les fleches noires indiquent des fragments avec des valeurs importantes, leurs valeurs de Ryorm SONt
indiquées entre parenthese. Les losanges entourés en noir correspondent aux fragments sélectionnés.

Les résultats présentés dans la Figure 65 correspondent au second criblage des 500 fragments
et les points encadrés en noir (losanges) correspondent aux 63 fragments sélectionnés (Tableau
11). Lors du premier réplica, certains fragments présentaient une réponse au-dessus du seuil
mais plus pour le second, et inversement. Afin de ne pas commettre d’erreur de faux
positifs/négatifs, les fragments avec une réponse au-dessus du seuil pour 1’un ou les deux
réplicas ont été sélectionnés pour le criblage a différentes concentrations en fragment. Cela
explique la présence de fragments sélectionnés qui sont sous le seuil lors du second criblage

(Figure 65). Dans la Figure 65, certains fragments (points ronds jaunes) sont au-dessus du seuil
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mais n’ont pas été sélectionnés. Ces derniers ont une réponse plus importante sur Fc4 que sur

Fc2 et montrent ainsi une réponse avec la BSA (Fc4). lls ont donc une affinité non spécifique.

Boites Fragments sélectionnés spécifique a Ba-IspD
1 F11 B10 EO08 H10 D02 B02 B04 B06 C02 GO9 GO8 EO7 / /
2 FO1 AO02 HO1 D03 B02 F02 GO02 / / / / / / /
3 D04 F10 HO5 EO1 C02 EO3 BO01 All B03 D08 Gi0 Ci12 / /
4 HO8 GO01 Bl12 D12 B01 B02 A01 / / / / / / /
5 G02 EO6 EO1 CO01 E12 EO7 F12 GO5 GO7 A06 A09 / / /
6 G02 D12 G12 B05 CO01 F11 C10 Cl11 AQ09 AO04 B04 D01 BO1 HO02

Tableau 11 : Noms des fragments sélectionnés a 100 UM par boites.

Afin de confirmer que ces molécules se lient a Ba-IspD et afin de déterminer leur Kp, ces

fragments ont été injectés dans le systeme a différentes concentrations.

2.2.6 Sélection des fragments a retenir et détermination des Kp
2.2.6.1 Détermination des meilleurs fragments

Des solutions des 63 fragments sélectionnés précédemment ont été préparées a sept
concentrations différentes (3,91 ; 7,81 ; 15,62 ; 31,25; 62,5; 125; 250 ; 500 uM) afin de
vérifier que les fragments se lient a I’enzyme IspD de Bacillus anthracis et de déterminer la

constante de dissociation a I’équilibre.

Pour chacune des expériences, les mémes contréles que précédemment ont été utilisés. Chaque
fragment est testé de la concentration la plus diluée a la plus concentrée. Une injection de
tampon est effectuée entre chaque changement de fragment. Lors du criblage précédent, les
fragments avec les réponses les plus importantes ont été testés en priorité. Des boites nommées
de A a J contenant les différents fragments ont été préparées. Les fragments ayant donnés les
réponses les plus importantes lors du criblage a 100uM sont contenus dans les boites A et B
afin d’étre testés prioritairement. Les résultats obtenus, illustrés dans la Figure 66, confirment
que les meilleurs fragments sont contenus dans ces deux boites. Les autres boites contiennent
de nombreux fragments ayant des réponses non dépendantes de la concentration ou ont des R2

trop faibles, comme représentés dans la Figure 66C.
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Figure 66 : Réponses de différents fragments a des concentrations comprises entre 3,91 et 500 uM
en fonction de leurs cycles de passage lors de I’expérience. A) Réponses des fragments de la boite A.
B) Réponses des fragments de la boite B. C) Réponses des fragments de la boite C.

La sélection des fragments s’est faite dans un premier temps en considérant 1’allure des
sensorgrammes et des graphiques représentant les R» en fonction du cycle de mesure (Figure
66). Les fragments avec des réponses et des sensorgrammes similaires a ceux illustrés dans la
Figure 66A ont été sélectionnés. Les fragments avec des sensorgrammes ressemblant a celui de
G12 de la boite C (Figure 66C) n’ont pas €té retenus. Pour les fragments sélectionnés, les Req
ont été tracés en fonction de la concentration des fragments et une premiere valeur de Kp a été
déterminée apres ajustement de la courbe selon I’équation (38). Le Kp déterminé a partir d’une
seule expérience a permis une premiere sélection des 63 fragments, mais la valeur obtenue est

approximative.

Les sensorgrammes des fragments tels que le fragment B4HO08 (Figure 66A) et B4B12 (Figure
66B), permettent d’obtenir un tracé optimal pour la détermination d’un Kp approximatif. Seuls
les fragments avec des Kp inférieurs & 102 M ont été sélectionnés et lorsque le Kp est supérieur
ou égale a cette valeur, les fragments ont été écartés du criblage. Vingt-trois fragments ont ainsi

été sélectionnés (Figure 67).
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Figure 67 : Représentation des structures chimiques des 23 fragments sélectionnés.

Afin de classer ces vingt-trois fragments entre eux, une nouvelle expérience en utilisant des
solutions a 100 uM a été réalisée (Figure 68) sur une méme puce, avec le méme taux de fixation

d’enzyme.
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Figure 68 : Représentation des réponses d’une expérience des 23 fragments sélectionnés a une
concentration de 100 uM.

Deux fragments B4H08 et B4B12 montrent des réponses supérieures a celle du CTP pour une
méme concentration (Figure 68). Cela peut indiquer que ces fragments se fixent plusieurs fois
sur I’enzyme. La réponse étant dépendante de la masse ajoutée sur la surface, si deux molécules

se fixent sur I’enzyme au lieu d’une, la réponse est doublée.

Ainsi, les fragments sont classés par affinité pour I’enzyme Ba-IspD de la plus, & la moins
importante : B4H08, B4B12, B1F11, B3D04, B1D02, B3H05, B5G02, B4D12, B1B10, B3F10,
B6D12, B1H10, B5E06, B3EO1, B1B02, B1B04, B5E07, B5E12, B3E03, B4B01, B6G02,
B5CO1.

Cette expérience a été réalisée deux fois et le classement des fragments par rapport aux valeurs
de Rz est cohérent. Dans ’expérience présentée Figure 68, le fragment B3A11 est manquant

mais lors de la deuxiéme experience il se positionne entre BIH10 et B1B04.

98



Chapitre 2 : Le criblage de fragments par SPR

2.2.6.2 La détermination des Kp

Afin de confirmer que les 23 fragments sélectionnés ont une affinité pour Ba-1spD et
pour déterminer la valeur du Kp de fagon plus précise, les sensorgrammes pour chaque fragment
ont été enregistrés a différentes concentrations. L’expérience a été réalisée au minimum trois
fois pour vérifier la reproductibilité de la mesure du Kp. Les résultats n’étaient pas

reproductibles pour cing fragments B1B04, B4B01, B6G02, B3A11, B5CO01 et ils ont donc été
écartés du criblage.

Le Kp a été estimé en tragant les réponses a 1’équilibre (Req) en fonction de la concentration.

Les deux ou trois meilleures expériences sont representées ci-dessous (Figure 69-Figure 86) et
les réponses a 1’équilibre ont été tracées selon un mod¢le d’interaction 1 : 1 en fonction de la
concentration en fragment. La constante de dissociation Kp de chaque expérience a été
déterminée a I’aide du logiciel Biaevalution (Figure 69-Figure 86). Ce logiciel a permis

d’ajuster chaque courbe en utilisant 1’équation (38).
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Figure 69 : Sensorgramme du fragment B4HO08 (a gauche) et le tracé des réponses a ’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 :1.
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Figure 70 : Sensorgramme du fragment B4D12 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modéle

d’interaction 1 :1.
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Figure 71 : Sensorgramme du fragment B5E07 (@ gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 :1.
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Figure 72 : Sensorgramme du fragment B3F10 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modéle

d’interaction 1 :1.
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Figure 73 : Sensorgramme du fragment B4B12 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 :1.
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Figure 74 : Sensorgramme du fragment B1F11 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modéle

d’interaction 1 :1.

Réponses (RU)

Réponses (RU)

_ 80
2
£ 50
o 4
20 K, = (7,714 £0,65).10" M
-10 -10 +———F—————————+—
410 10 30 50 70 90 110 130 150 170 0 1e-4 3e.4 5e.4 7e-4
Temps (s) Concentration (mol/L)
707
601 80
50 4 60
40 5 S
307 £ 40
20 4 &
4 z -
103 20 K, =(9,036+0,83).10"
'107 t t t t t t t t 1 0 ! i i i i i
410 10 30 50 70 90 110 130 150 170 0 2e-4 4e-4 6Ge-4 8e-4 1e-3
Temps (s) Concentration (mol/L)

Figure 75 : Sensorgramme du fragment B3D04 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 :1.
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Figure 76 : Sensorgramme du fragment B6D12 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 1.
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Figure 77 : Sensorgramme du fragment B3H05 (a gauche) et le tracé des réponses a l’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 :1.
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Figure 78 : Sensorgramme du fragment B5E12 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 1.
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Figure 79 : Sensorgramme du fragment B3EO1 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 :1.
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Figure 80 : Sensorgramme du fragment B3E03 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 1.
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Figure 81 : Sensorgramme du fragment B1B10 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modéle

d’interaction 1 :1.
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Figure 82 : Sensorgramme du fragment BI1B02 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 1.
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Figure 83 : Sensorgramme du fragment B1H10 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 :1.
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Figure 84 : Sensorgramme du fragment BI1D02 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modéle

d’interaction 1 :1.
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Figure 85 : Sensorgramme du fragment B5EQ6 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modele

d’interaction 1 :1.
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Figure 86 : Sensorgramme du fragment B5G02 (a gauche) et le tracé des réponses a I’équilibre du
fragment en fonction de sa concentration (a droite). Le Kp est déterminé selon un modéle

d’interaction 1 :1.

On notera que les constantes de vitesse ka et kq n’ont pas pu étre déterminées. En effet, le logiciel

Biaevaluation de 1’appareil n’a pas produit de résultats cohérents pour ces données.

Néanmoins, d’apres ’allure des sensorgrammes, les phases d’association et de dissociation

peuvent étre estimées :

e Phases d’association et de dissociation rapides : CTP (Figure 58) et les fragments BSEQ7
(Figure 71), B6D12 (Figure 76), B1B10 (Figure 81), B1B02 (Figure 82), B5E06 (Figure 85),
B1DO02 (Figure 84).

e Phases d’association rapide et de dissociation lentes : B4H08 (Figure 69), B4D12 (Figure
70), B3HO5 (Figure 77).

e Phases d’association et de dissociation lente : B1F11 (Figure 74), B5G02 (Figure 86).

Afin de classer ces fragments, il est nécessaire de déterminer un Kp qui tient compte des 2-3
expériences réalisées par fragments. Comme les taux d’immobilisations n’étaient pas identiques
pour toutes les expériences, nous n’avons pas fait la moyenne des Kp issus de chaque
expeérience. Des réponses normalisées Rnorm ONt donc été calculées afin d’harmoniser les
résultats en divisant chaque Req par le Rmax théorique correspondant a I’expérience qui est

fonction du TI.
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Pour rappel, les equations (35) et (42) utilisées respectivement pour les calculs du Rmax
théorique et du Rnorwm :

Rypaxthéori MM 11
eorique = *
_ Rsq
avec RNORM - Rmaxthéorique

et les masses molaires, MMa pour le fragment et MM pour I’enzyme Ba-1spD.

Pour un méme fragment, un Rnorm moyen (Ryors) €St calculé a chaque concentration en faisant

la moyenne des Rnorm Obtenus a cette méme concentration (Tableau 12).

Fragment B4HO08 Rsq (RU) Rnorm (RU) Ryorm (RU)
Concentration (UM) Essai 1 Essai 2 Essai 1 Essai 2 Moyenne
0 0 0 0,00 0,00 0,00
3,91 2,7 3,7 0,03 0,04 0,04
7,81 6,6 6,5 0,07 0,08 0,07
15,62 15,9 12,9 0,17 0,15 0,16
31,25 38,1 26,3 0,42 0,31 0,36
62,5 65,8 53,3 0,72 0,62 0,67
125 93,7 82,6 1,03 0,96 1,00
250 136,1 102,5 1,50 1,19 1,34
500 143,4 125,2 1,58 1,46 1,52
ari Exemple :
Rimax iﬁf;‘i;:’g?f ntale 185 158 IS— 1 (1434 1252
NORM_§*< o1 ' 86 )
Taux
Immobilisation 11961 11297 1
Ryorm = =* (1,58 + 1,46) = 1,52
Rmax théorique 91 86 2

Tableau 12 : Résultats des réponses Req et calcul des Ryggras du fragment B4AHO8.

Les Ryorar SONt ensuite tracées en fonction de la concentration du fragment. Le nuage de point

obtenu est ajusté selon 1’équation de régression non linéaire :

R — RNORM max*[Fragment]
NORM Kp+[Fragment]

(43)

Le logiciel Kaleidagraph a été utilisé pour ajuster les courbes.
La Figure 87 montre la courbe de saturation pour le fragment B4H08. On obtient un Ryoxwm max
de 1,9406 et un Kp de 104,47 uM. Les courbes et leurs ajustements sont donnés pour chaque

fragment dans 1’ Annexe 3.
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Figure 87 : Courbe de saturation du fragment B4H08. M1 : Ryo®# max » M2 - Ko (en uM) et ms : y.

Pour calculer un Kp, il est préconisé que le tracé des réponses (Req ou Ryggraz) en fonction de
la concentration en fragment montre un plateau aux concentrations élevées en fragment ou que
la concentration la plus élevée soit au moins égale au double de la valeur du Kp calculée®®. En
effet, pour une interaction 1 : 1, le Kp est égale a la concentration d’analyte qui sature 50 % des
sites de liaison, de sorte que Rygrar = 0,5 * Ryorirmax (0U Rég = 0,5%Rmax). Cependant, dans
notre étude la concentration du fragment a été limitée a 500 uM. Des concentrations en fragment
2 a 3 fois supérieures pourraient provoquer des problemes de solubilité et consommer une trop
grande quantité de fragment.

Le seul fragment qui atteint un plateau est B4HO8 (Figure 69 et Annexe 3) avec un Kp de 104
uM (Tableau 13, entrée 1). Pour les neuf fragments suivants (Tableau 13, entrée 2 a 10), le tracé
des réponses en fonction de la concentration en fragment montrent un infléchissement de la
courbe laissant imaginer un plateau (Figure 70-Figure 78 et Annexe 3). Ces fragments ont un
Kp plus grand que la plus haute concentration testée (500 uM) mais le Kp estimé peut
néanmoins tre considéré comme acceptable.

Cependant, pour les huit fragments restants (Tableau 13, Entrée 11 a 18), le tracé semble linéaire
(Figure 79-Figure 86 et Annexe 3). Les moyennes des Kp estimées ne sont donc pas fiables. Il
est préférable de considérer uniquement leur ordre de grandeur qui est de 10 M.

La constante de dissociation a 1’équilibre ne peut étre déterminée précisément par SPR lorsque
les concentrations en fragments sont trop faibles par rapport aux valeurs des Kp, la saturation

¢étant dans ce cas de moins de 50 %. La concentration en fragment devrait étre augmentée pour
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arriver a la saturation mais des problémes de solubilité des fragments auraient pu survenir et

dégrader le systéme microfluidique de 1’appareil Biacore.

Les valeurs des Kp obtenues pour chaque fragment sont répertoriées par ordre croissant dans le
Tableau 13 :

° Kb moyen Kb moyen
N° Fragment Structure (10 mol/L) Fragment Structure (10 mol/L)
1| BaHos | QU= | 10447:9,7853 10 BSEl2 | Lo | 1122342918
o o]
2| B4D12 | w3 ) | 52055+52350 11 B3EOL @*)‘k 1395,0 + 22,24
A
3 | BS5EQ7 % 619,83 +92,737 | 12  B3EO3 \'°w@ - 1608,5 + 580,62
- « o OH
o, o o
4 | B3F10 0\)4 706,79+12217 | 13| BIB10 | @ 1869,3 + 466,01
g N N
5 | B4BI2 w3 7758+12368 14 BIBO2 oL =" 20586 + 639,23
Cl
Br N/ F 0\}_\
6  BIFLl 94 ¥° | 825819231 |15 BIHI1O0 F&ONWNH 2326,5 + 247,03
7 | B3DO04 O@ SN { | 831,8+63485 16  BLDO2 y 3063,2 + 1193,0
o OH
8 | BEDI2 | "X | 957,23+64817 17 | BSE06 wrtko | 3084,7+724,76
/_/ou \
9 | B3HOS (Yo | 1100,2+82883 18  B5GO2 (Kj(j 4214,4 + 936,81

Tableau 13 : Classement des fragments en fonction de la valeur de leur Kp (ordre croissant).
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2.2.7 L’efficacité du ligand (LE)

L’efficacité¢ du ligand (LE) est une donnée qui peut étre utilisée pour estimer si un
fragment est viable pour devenir un candidat medicament (cf. Chapitre 1.6.2.2, p. 45). Le LE
est calculé pour les fragments avec les valeurs de Kp acceptables, c’est-a-dire pour les neuf
premiers fragments du Tableau 13 (Entrée 1 4 9), d’aprés 1’équation (2, p. 51) :

_ —RTInk,
~ HA

Exemple de calcul pour le fragment B4H08 :

Fo_ 0,00831 * 298,15 * In 0,000105

= = 1,691 . -1 HA?
14 ,6913 kJ.mol

Le LE est exprimé généralement en kcal.mol*.HA™, une conversion de kJ en kcal est donc
nécessaire (1 kJ = 0,239006 kcal) :

LE =1,6913 % 0,239006 = 0,39 kcal.mol™*. HA™!

B4HO0S B4D12 B5E07 B3F10 B4B12
N 3 % ct D
©\/H\/,\)=o HN \\N C) N:‘ o @N\N)—/{Z H@H
/ Q { "\

14 HA 18 HA 17 HA 19 HA 11 HA
Ky =104 uM K,=230puM | K,=620uM , K, =706 M = K, =776 uM
LE = 0,39 LE =0,28 LE =0,26 LE =0,23 LE = 0,39
BI1F11 B3D04 B6D12 B3HO05 B5E12

o\fo
15 HA 20 HA 13 HA 19 HA 16 HA
K, =826 uM K, =832 uM Kp=957puM | K,=1100uM K, =1122 pM

LE = 0,28 LE =0,21 LE = 0,32 LE = 0,21 LE = 0,25

Figure 88 : Calcul du LE pour les dix fragments montrant les meilleurs Kbp.
Le LE est exprimé en kcal.mol*.HA™.
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Ces dix fragments ont un LE compris entre de 0,21-0,39 kcal.mol"2.HA™. L’ optimisation de ces
fragments vers a un candidat-médicament devrait comprendre une augmentation du nombre
d’atomes lourds tout en augmentant 1’affinité afin d’atteindre une valeur de LE acceptable
supérieure a 0,3 kcal.mol*.HA™ pour des propriétés pharmacocinétiques optimales (Tableau
4).

Le fragment B4H08 conduit a un LE de 0,39 pour 14 HA ce qui représente un point de départ
trés intéressant pour 1’optimisation vers un candidat médicament. Le faible nombre d’atomes
lourds permet de nombreuses possibilités d’optimisation pour améliorer I’affinit¢ de ce
fragment. C’est également le cas pour les fragments B4B12 avec 11 HA et un LE de 0,39 et
B6D12 avec 13 HA et un LE de 0,32.

2.2.8 L’efficacité de liaison (BE)

Comme discuté précédemment (cf. 2.2.6.2, p. 99), certaines courbes de la réponse Rgq
ou Rygra en fonction de la concentration en fragment sont loin d’atteindre un plateau, montrant
ainsi une faible affinité de ces fragments avec Ba-IspD. L’impossibilité d’obtenir une courbe
de saturation correcte peut provenir d’une trop faible concentration en fragment mais aussi de
multiples interactions du fragment avec différents sites de fixation de I’enzyme, les fragments

pouvant se lier a différents sites avec des affinités différentes.

Au vu des résultats et de I’impossibilité¢ de déterminer un Kp correct pour certains fragments,

t206

le concept d’efficacité de liaison (BE) a été introduit™™” afin de mieux évaluer 1’interaction du

fragment avec I’enzyme Ba-IspD et de les classer.

Ce parametre correspond a la pente de la courbe de saturation aux faibles concentrations en
fragment. Ainsi, il représente la quantité d’analyte (CTP ou fragment) li¢ en fonction de la
concentration sans prendre en compte le mécanisme de liaison et le nombre de sites de fixation.
L’équation de la réponse a 1’équilibre Req pour un fragment de concentration C est décrite selon

I’équation B de la Figure 49. Cette équation peut étre réorganisée comme suit :

Rmax

_ Rmax*C _ kp *€ _ BExC
Réq - - C ou Réq - C (44)

KD +C —+1 K_ +1

D
_ Rnmax
avec BE = o (45)
D
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La valeur de BE peut étre obtenue par régression non linéaire d’aprés 1’équation (44) en tracant
la courbe de Re¢q en fonction de la concentration en fragment pour les 10 meilleurs fragments.
Or précédemment, pour déterminer les Kp et IeS Ryoraimax, NOUS n’avons pas utilisé les Req
mais des Ryggar car les Req ont été obtenus a partir d’expériences qui ne mettaient pas en jeu
les mémes taux d’immobilisation (TI) d’enzyme. En effet, ces Ryggs; permettaient de tenir

compte de la disparité de ces taux d’immobilisation.

Pour déterminer le BE, nous avons besoin des valeurs des Rsq. Mais si nous utilisons des valeurs
issues d’expériences réalisées avec des TI différents, la valeur du BE sera faussée. C’est
pourquoi un R,,.théorique moyen (Rmsgzthéorique) correspondant a la moyenne des

Rmaxthéorique est introduit afin de calculer les R¢,moyen (Rg;) a partir des Ryogp

R@ = Ryorm * Rmaxthéorique (46)
Ryomm ..
d’ou BE, = ”0’;"" Mmax y Reazthéorique (47)
D

Le calcul de BE; est correct lorsque le plateau est atteint ou presque et donc qu’une régression
non linéaire est réalisable (Tableau 14). Les 10 premiers fragments du Tableau 13 et le CTP

correspondent & ces critéres et leurs valeurs de BE1 sont répertoriées dans le Tableau 14.

Courbe de saturation du CTP Courbe de saturation de B4H08
035 1.6 T ‘ T 1

Dé 03 sl g 14

= ' ( = > H
x ST — [ ; : ‘
N N—r v H H H H

o 03 17:) : : : !
‘% y= m1*x/(m2+x)+m3 ‘% L R - [ ST £ i ;
—_— 0,2 Value Error f----—-— — : ; y = mTm2+x)+m3

© m1 | 042176 | 00048808 ] i Val E

g / m2 | 7S7S| S.44%4 é os B 1 ni;; 0 [u4?2r;Uﬁr """ 7
o 015 m3 | 00056536 | 0,0027859 f~- o 9/ | m2 104,47 97853
2 / Chisg | 2,8656e-5 NA Z 05 frorreforeeedn: S ma3| -o0e2574 | 002397 [ B
8B o Rl 2253 - B / ; Chisg | 0,0042777 NA

» 17} ; R 0,999 A

c c 04 fraseaeeenaee "

o j o : :
2 oo E[ Z f
T I T e

0
0 50 100 18 200 2850 300 380 0
0 100 200 200 400 500 600
Concentration (UM) Concentration (uM)
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I R+xaow
FEEMEE (m) théorlizqnllj%x(RU) "RY) (RU?.EM&)

CTP 73,758 2520 0,42176 1440,87
B4HO8 104,47 88,5 1,406 1643,95
B4D12 529,55 121,0 0,67703 154,70
B5EQ7 619,83 126,0 0,47842 97,25
B3F10 706,79 1350 0,98114 187,40
B4B12 775,80 76,5 3,1086 306,53
B1F11 825,80 136,5 1,7799 294,21
B3D04 831,80 1385 1,3648 227.25
B6D12 957,23 95,0 1,0083 100,07
B3HO5 1100,20 1507 14112 193.26
B5E12 1122,30 98,0 0,56004 48,90

Tableau 14 : Valeurs de BE; pour les fragments avec une courbe de saturation correcte. Exemples
de courbes de saturation pour le CTP et le fragment B4H08. Avec le Ryoxi max = M1, le Kp = m; et
["ordonnée a ’origine = ms (car la courbe ne passe pas par zéro).

Le fragment B4HO8 a le meilleur BE; avec une valeur de 1643 mM™. B4H08 a pratiquement
la méme efficacité de liaison que le controle (CTP) qui a une valeur de 1440 mM™. Ensuite, les
fragments B4B12, B1F11 ont des BE; d’environ 300 mM™, suivi des fragments B3D04,
B3H05, B3F10 qui ont des BE;1 aux alentours de 200 mM™. Pour finir, les fragments B4D12,
B6D12, B5EQ7 et BSE12 ont des BE; inférieur a 150 mM™.

Des valeurs de BE ont également été calculées par régression linéaire pour les fragments dont
les courbes de saturation n’atteignent pas le plateau et qui sont des courbes quasi linéaires.

Lorsque C << Kp, I’équation (44) se simplifie :
R¢q =BE xC (48)

Ainsi, la valeur de BE représente la pente de la partie linéaire initiale de la courbe de saturation
décrite par I’équation (38). Comme les résultats des Rnorm et des Kp ont été obtenus a partir
d’une moyenne de plusieurs expériences réalisées avec des taux d’immobilisation différents, la
pente de la droite est également multipliée par le Rmgzthéorique et le BE> est déterminé

d’apres 1’équation suivante :
BE, = pente * Rygzthéorique (49)

En SPR, la réponse du fragment dépend de sa masse molaire et le Rmax qui en résulte est aussi

influencé par ce facteur. Le BE étant relié¢ au Rimax, la normalisation du BE; par la masse molaire
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permet de comparer ’efficacité de liaison en considérant la masse du fragment. Ainsi, le BE3

peut se calculer selon I’équation suivante :

pentexRmgxthéorique BE,

BE; = (50)

A4Aqfrag1nent Alﬂlfragrnent

Les valeurs de BE; et BE3 ont été calculées pour les huit derniers fragments du Tableau 13 des
courbes de saturation (Figure 79-Figure 86) quasi linéaires. Les cing plus faibles concentrations
en fragments ont servi a tracer les courbes (Annexe 3) et déterminer les BE. Les résultats sont

répertoriés dans le Tableau 15.

Fragments Ko moyen . Rinaz 2 1 BE3_1 0

(LM) théorique (RU) (RUZmM™) (RUZmM=.Da™)
B3EO1 1395 133,5 65,37 0,24
B3EO3 1608,5 158,5 43,23 0,14
B1B10 1869,3 91,3 63,34 0,35
B1B02 2058,6 81,0 30,6 0,19
B1H10 2326,5 118,5 74,23 0,33
B1DO02 3063,2 94,5 67,26 0,36
B5E06 3084,7 78,5 65,07 0,45
B5G02 4214,40 128,0 145,32 0,59

Exemple d’ajustement de la courbe de saturation en utilisant une régression linéaire

0,09

B5G02

——y = 0011477 +{0,0011358x A=

Exemple :

BE, = 0,011477 * 128

BE, = 1,4532 uM~1
7 BE, = 145,32 mM™!

Masse molaire de B5G02 : 248,2 Da

e AU S FORNOOUU HUON SURSRUURN USSRt S

BE. 145,32
7 37 2482

DOR frmrmree e DR e

Réponses Normalisées (Ryorir)

BE; = 0,59 mM~t.Da™?!

001 i i i i i i
] 10 20 30 40 50 a0 70

Concentration (UM)

Tableau 15 : Valeurs de BE; et BE3 pour les fragments avec la droite correspondant aux cing
premieres concentrations.

Le fragment B5SGO02 a le plus grand Kp (environ 4 mM) et le meilleur BE; de 0,59 mM™. Les
fragments BIH10, B1D02, BSE06 et BIB10 ont des BE; similaires d’environ 0,4 mM™! alors
que leurs Kp sont bien différents. Quant aux fragments B3E03, B1B02 et B3EO1, ils ont les BE
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les plus faibles alors que leurs Kp n’étaient pas les plus grands. Ces résultats démontrent que
les Kp calculés pour ces huit fragments ne reflétent pas leurs véritables affinités. Ainsi, le BE3
est utilisé pour comparer ces huit fragments entre eux et permet de les classer selon un ordre

différent.

Afin de comparer les efficacités de liaison, les BE1, BE> et BE3 ont été calculés pour tous les
fragments. Les valeurs BE; et BE3 des 10 premiers fragments (Tableau 14) ont été calculées en
prenant les cinq plus faibles concentrations. Pour le CTP, les quatre plus faibles concentrations

ont servi au calcul.

Les valeurs BE1, pour les huit derniers fragments ont été calculées en utilisant la régression non

linéaire (Annexe 3) malgré I’absence de plateau sur les courbes de saturation.

Les valeurs de Kp, BE;, BE; et BE; sont résumées dans le Tableau 16.

Fragments Kp moyen BE; ) BE: ) BEej1 )
(uM) (RUZ.mM™) (RUzmM™) (RUzmM.Da?)
CTP 61,46 1729,08 910,25 1,71
B4HO08 104,47 1643,95 970,61 5,10
B4D12 529,55 1547 120,64 0,50
B5EQ7 619,83 97,25 86,13 0,37
B3F10 706,79 187,4 172,18 0,64
B4B12 775,8 306,53 328 2,18
B1F11 825,8 294,21 288,02 1,07
B3D04 831,8 227,25 226,95 0,82
B6D12 957,23 100,07 98,36 0,54
B3HO05 1100,2 193,26 206,96 0,73
B5E12 1122,3 48,9 38,5 0,17
B3EO1 1395 77,91 65,37 0,24
B3EO3 1608,5 42,57 43,23 0,14
B1B10 1869,3 59,73 63,34 0,35
B1B02 2058,6 26,51 30,6 0,19
B1H10 2326,5 77,86 74,23 0,33
B1D02 3063,2 77,62 67,26 0,36
B5E06 3084,7 67,09 65,07 0,45
B5G02 42144 139,36 145,32 0,59

Tableau 16 : Résultats des différents paramétres définissant affinité de liaison des 18 fragments

pour Uenzyme Ba-1spD.
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En se basant sur les résultats de BE3, le fragment B4HOS, qui avait précédemment le meilleur
Kb, a aussi la meilleure efficacité de liaison de 5,10 mM™!. Cette valeur est supérieure a I’analyte
controle, le CTP qui a une valeur de BE; de 1,71 mM™!. Le BE; est un paramétre qui est utilisé

pour les faibles affinités et n’est donc pas pertinent pour ce fragment.

Ainsi, le Tableau 16 permet de catégoriser les dix-huit fragments en deux parties. Les fragments
ayant un Kp < 1 mM sont considérés comme ayant une affinité correcte (de B4H08 a B3HO0S5)
pour Ba-IspD. Ceux montrant un Kp > 1 mM (de B5SE12 a B5G02) et une efficacité de liaison
BE3 faible (excepté pour B5G02) sont considérés comme ayant une affinité¢ faible pour Ba-

IspD.

Les meilleurs fragments, qui seront davantage étudiés, sont ceux pour lesquelles un Kp < 1,1
mM a pu étre déterminé (Tableau 17, B4H08, B4D12, B5E07, B3F10, B4B12, B1F11, B3D04,
B6D12, B3HO5).

B4H08 B4D12 B5SEO07 B3F10 B4B12 B1F11
n N X % (To [o} 9 S T N/ o
o | Q) P N N z
o | ra| Ot | Fu | 4 | &0
B3D04 B6D12 B3HO05
OH /_/OH
H
+INH HO N N
o)/'—\o _<o o@; ?<0=§‘_N5 ) =0
o

Tableau 17 : Les fragments avec un Kp intéressant.

Les fragments B1D02, B5E06, B5G02 (Tableau 18) ne doivent pas étre complétement écartés

du criblage car ils montrent des efficacités de liaison (BE3) relativement €levés.

B1D02 B5E06 B5G02
OH HO o »
HN 0 N o

Tableau 18 : Les fragments avec un BEs intéressant.
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2.3 Conclusion

Dans ce chapitre, une méthodologie pour la mesure de 1’affinité d’un fragment par SPR
a été mise en place pour les enzymes Ba-IspD et Ec-IspD.
Dans un premier temps, les conditions d’immobilisation des deux enzymes Ba-IspD et Ec-IspD
ont €té mises au point et ont permis de les fixer sur une surface d’or avec succes. Il a ensuite
été démontré qu’une partie des sites actifs des deux enzymes restent accessibles malgré leur
immobilisation par la détermination des Kp des complexes Ba-IspD-CTP et Ec-IspD-CTP.
Dans un second temps, la mise au point de la méthode de criblage des fragments solubilisés
dans du DMSO a nécessité une correction par rapport a ce solvant qui engendre un important
signal en SPR. C’est pourquoi une gamme de correction a été faite. Une fois au point, la
méthode a été employée pour le criblage d’une librairie de 500 fragments. Vingt-trois molécules
ont ainsi été sélectionnées, et des Kp compris entre 107 et 10 ont pu étre déterminées pour

dix-huit d’entre elles.

Le fragment B4HO8 semble étre le meilleur fragment sélectionné avec un Kp de 104 uM et une
efficacité de ligand (LE) de 0,39 kcal.mol''.HA™! qui est une valeur encourageante pour son
optimisation. Les huit fragments B4D12, BSE07, B3F10, B4B12, B1F11, B3D04, B6D12 et
B3HOS ont montré des résultats intéressants avec des Kp compris entre 0,5 et 1,1 mM, et des

valeurs de LE comprises entre 0,21 et 0,39 kcal.mol'. HA™L.

Les résultats obtenus en SPR auraient pu étre optimisés. En effet, la comparaison des valeurs
de Kp ou de BE a partir de valeurs obtenues avec des taux d’immobilisation différents a
nécessité des traitements mathématiques. Des expériences en triplicatas sur une surface avec le
méme taux d’immobilisation permettraient d’obtenir des Kp plus simplement avec des résultats
plus reproductifs et réalistes. D’autre part, neuf fragments ont été testés a des concentrations
trop faibles pour déterminer précisément un Kp et n’ont pu étre classés que selon leur efficacité
de liaison. Une détermination plus précise des Kp de ces neuf fragments pourrait étre faite avec
des expériences réalisées avec des concentrations plus importantes en fragment. Cependant, des
problémes d’agrégation et de solubilité des fragments pourraient survenir et ces expériences

sont coliteuses car elles consomment une quantité importante de fragment.

Afin de confirmer ces premiers résultats, et d’éliminer des fragments qui pourraient se révéler
étre des faux-positifs, d’autres expériences ont été réalisées et sont présentées dans le chapitre

suivant.
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2.4 Partie expérimentale

2.4.1 Production de I’enzyme Ba-IspD

Le gene codant pour I’enzyme IspD de Bacillus anthracis (Ba-IspD) a été synthétise,
apres optimisation des codons, par la sociétée Genscript, puis cloné dans un vecteur pET-28a.
Ce vecteur a ensuite été introduit dans des cellules compétentes d’Escherichia coli BL21(DE3).
Une pré-culture d’E. coli BL21[pet28a-Ba-IspD] est incubée a 37°C sous agitation (200 rpm)
pour 8h dans du milieu LB (5 ml) contenant de la Kanamycine (25 pg/ml). Une seconde culture
de 50 ml ensemencée avec 1 ml de la premiere pré-culture est cultivée dans les mémes
conditions que précédemment durant la nuit. Enfin, 5 ml de la culture précédente sont ajoutés
a 500 ml de LB contenant de la Kanamycine (25 pg/ml) puis la culture est agitée a 37°C jusqu’a
une DOgoonm comprise entre 0,6 et 0,8. L’expression de la protéine est induite par 1’addition
d’IPTG (100 uM) puis le milieu est ensuite agité (200 rpm) pendant 4h a 37 °C. Les cellules
bactériennes sont récupérées par centrifugation (7000 x g, 10 min, 4°C). Pour une fiole de 1L,
4,09 g de cellules ont été récupérées puis stockées a -80°C jusqu’a la purification de Ba-IspD.

La masse de Ba-IspD recombinante est de 27,29 kDa.
2.4.2 Purification de Ba-1spD sur une colonne Ni-NTA

Le culot bactérien (4,09 g) a été resuspendu dans du tampon de lyse (20 ml, Tris HCI 50
mM, pH 8,0) puis les cellules sont lysées par sonication (8 x 30 s, avec 1 min de refroidissement
entre chaque cycle). Aprés centrifugation (25 min, 16000 g, 4°C), le surnageant est filtré avec
un filtre seringue Whatman GD/X™ de 0,45 uM (Cytiva anciennement GE Healthcare,
référence : 6880-2504), puis chargé sur une colonne Ni**-NTA (Qiagen, référence : 30210) de
10 ml avec un débit de 1 ml/min en utilisant un appareil AKTA™ Start (Cytiva). La colonne a
été préalablement conditionnée avec sept volumes de colonne de tampon de lyse. Des paliers
d’¢lution a différentes concentrations en imidazole (20, 40, 60, 150 et 200 mM) sont effectués
dans du tampon Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Les fractions contenant IspD sont identifiées par gel
SDS-PAGE (10 %) et seules les fractions les plus pures sont rassemblées. Aprés concentration
sur Amicon Ultra 15 YM-30 (Millipore, référence : UFC903008), I’imidazole est éliminé a
I’aide une colonne d’exclusion PD10 (Cytiva, reférence : 17-0851-01) éluée a 4°C avec un
tampon Tris HCI 50 mM, pH 8,0. Aprés détermination de la concentration en protéine en
utilisant le test de Bradford avec la BSA comme standard?®’, la solution de Ba-IspD résultante

(5 ml, 6,03 mg/ml) est aliquotée, congelée avec de I’azote liquide et conservée a -80°C.
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2.4.3 Criblage

Les analyses d’interaction enzyme/fragments ont été effectuées en utilisant un appareil
de SPR Biacore T200 (Cytiva, Biacore). La puce CM5 (Réf : 29149603), le surfactant P20
(Réf : BR-1000-54), le  N-hydroxysuccinimide  (NHS), le  N-éthyl-N'-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC), 1’éthanolamine/HCI et les tampons acétate de
sodium & 10 mM ont été achetés auprées de Cytiva par 1’équipe du Dr Gilles Travé de 'IGBMC.
Les enzymes IspD de Bacillus anthracis et Escherichia coli sont produites et purifiées au
laboratoire. La Bovine Sérum Albumine a été achetée chez Aldrich (CAS 9048-46-8) et la
librairie de fragment (500 fragments) chez Edelris.

2.4.3.1 Les différents tampons

Lors du criblage par SPR différents tampons phosphates ont été utilisés et ils sont

répertoriés dans le Tableau 19 :

Phosphate NaCl MgCl2 Surfactant P20 | DMSO

Tampon pH
(mmol/L) | (mmol/L) | (mmol/L) (VIv) (VIv)

Stock 100 300 5 0% 0% 7,4
Immobilisation 50 150 2,5 0,005 % 0% 7,4
Dilution 1 50 150 2,5 0 404% | 7.4
Dilution 2 50 150 2,5 0 5% 7,4
Analyse 50 150 2,5 0,005 % 5% 7,4

Tableau 19 : Les différents tampons utilisés lors du criblage par SPR.

Le tampon stock est utilisé pour préparer tous les autres tampons. Le tampon de course
nécessaire a I’immobilisation de Ba-IspD, Ec-IspD et la BSA est préparé a partir du tampon
stock et le surfactant P20 est ajouté avant 1’injection dans 1’appareil SPR. Des tampons d’acetate
de sodium de 10 mM sont utilises pour diluer les differentes proteines (Tableau 20) et

permettent leurs immobilisations sur la puce CM5.

Les tampons dilution 1 et 2 permettent de solubiliser les fragments. Le tampon dilution 1 permet

de diluer les fragments conditionnés a 100 mM dans le DMSO. Pour cela, 5 pl de fragment
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(100 % DMSO) sont ajoutés a 495 pl de tampon dilution 1 (4,04 % DMSO) conduisant & une
concentration de 1 mM avec un pourcentage en DMSO de 5 % final.

Le tampon dilution 2 permet d’effectuer les dilutions nécessaire a la préparation des solutions
a391;781;1562;31,25;62,5; 125; 250 ; 500 uM. Le tampon d’analyse est préparé a
partir du tampon stock et le surfactant est ajouté avant I’injection dans le systéme Biacore. C’est

le tampon utilisé pour le conditionnement de 1’appareil et pendant une analyse.

Protéines Ba-IspD Ec-IspD BSA
Aceétate de Acétate de Acétate de
Tampon sodium 10 mM sodium 10 mM sodium 10mM
pH=5,0 pH=5,0 pH=4,0

Tableau 20 : Composition des tampons acétate utilisés pour solubiliser les protéines.

2.4.3.2 Immobilisation

Une puce CM5 (Biacore-GE Healthcare) est utilisée afin de fixer les protéines sur la
surface d’or. Sur cette puce, trois protéines ont été injectées avec un débit de 10 pl/min et a une

concentration de 100 pg/ml

Les stocks d’enzymes Ba-IspD (3,20 mg/ml) et Ec-IspD (2,87 mg/ml) purifiées au laboratoire
sont conserveés sous la forme d’aliquots et stockés a -80°C. Un aliquot est utilisé par expérience.

La BSA est commercial et une solution est préparée a chaque expérience.

Les protéines Ba-1spD et Ec-IspD sont préalablement diluées dans un tampon acétate de sodium
(10 mM, pH 5,0) et la BSA solubilisé dans un tampon acétate de sodium (10 mM, pH 4,0), puis
sont immobilisées en utilisant une réaction de couplage peptidique a 25°C. Un tampon
phosphate (50 mM Na;HPO4, 150 mM NaCl, 0,005% Surfactant P20, 2,5 mM MgCly, pH 7,4)
est utilis¢ comme tampon de course pour I’immobilisation. La surface de dextrane
carboxymethylé est activée pendant 10 min par une solution a 0,05 M de NHS et a 0,2 M
d’EDC. Les enzymes Ba-IspD, Ec-IspD et la BSA sont injectées sur la surface d’or pendant
respectivement 30 s, 45 s, et 180 s. Les groupes carboxyméthylés activés restants sont
neutralisés par une injection de 120 s d’éthanolamine a 1 M (pH 8,5; 10 pl/min). Ba-1spD
(Monomere : 25944 Da), Ec-IspD (Monomere : 26560 Da) et la BSA (66430 Da) sont
immobilisées et engendrent respectivement des réponses moyennes de 12894 RU, 9053 RU et
5831 RU.
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2.4.3.3 Expérience avec le CTP

Une fois les enzymes immobilisées un conditionnement « Prime » de la puce est effectué
avant de réaliser les mesures. Le tampon phosphate (Tableau 19 : Analyse) utilisé pour effectuer

le « Prime » est injecté pendant 6 min avec un debit de 40 pl/min.

Une solution stock de CTP a 300 uM est préparée a chaque expérience SPR dans un tampon
phosphate (Tableau 19 : Analyse). Des gammes de concentration variables en CTP et les

contréles positifs sont préparées a partir de cette solution stock.

Une gamme de concentration en CTP a été préparée a huit concentrations différentes : 4,69 ;
9,38;18,75; 37,5; 75; 150 ; 300 UM et elle a été répartie dans six colonnes de la plaque 96
puits. Les dilutions ont été préparées dans le méme tampon phosphate que précédemment
(Tableau 19 : Analyse). La gamme de concentration répartie dans les 6 colonnes est injectée
successivement. Pour une gamme de concentration, les dilutions ont été injectées de la moins a
la plus concentrée pendant 60 s a un débit de 40 pl/min sur toutes les surfaces simultanément.

Aprées 25 h d’analyse, les données ont été traitées par le logiciel Biaevaluation.

2.4.3.4 Solutions de DMSO

Le tampon phosphate a 52,5 mM (1,05x) a été préparée en ajoutant 10,5 ml de tampon
phosphate stock a 100 mM a une solution de 9,5 ml de H20 milliQ®.
A partir de ce tampon phosphate 52,5 mM, des solutions & 4,5 % et & 5,8 % en DMSO ont été
préparées (Tableau 21) :

% DMSO 45 5,8
Tampon
(1,05X) 9,5ml 9,5 ml
Volume de
DMSO 450 pl 580 ul

Tableau 21 : Préparation des solutions de DMSO a 4,5% et 5,8%.

A partir de ces deux solutions méres, huit solutions ont été préparées avec des concentrations
comprises entre 4,5 et 5,8 % en DMSO, en mélangeant ces deux solutions comme décrit dans
le Tableau 22 :
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Nombre de solutions 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentration en DMSO (%) 450 4,69 487 505 524 542 561 5,80

4,5 % de DMSO (ul) 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
5,8 % de DMSO (ul) 1400 1200 1000 800 600 400 200 0

Tableau 22 : Préparation des huit solutions de DMSO utilisées pour établir la courbe de correction
DMSO.

Ces solutions de calibration ont été injectées en début, milieu et fin d’expérience sur les surfaces

Fc2, Fc3 et Fc4 afin de tracer une courbe de correction par rapport au DMSO.
2.4.3.5 Criblage des fragments

Les fragments ont été achetés a 100 mM en solution dans le DMSO. La premieére dilution
a 1 mM en fragment est réalisée en diluant 5 pl de fragment a 100 mM dans 495 pl de tampon
phosphate (50 mM NaxHPO4, 150 mM NacCl, 2,5 mM MgCly, 4,04 % DMSO, pH 7,4), pour
une concentration finale en DMSO de 5 %. La seconde solution & 100 uM en fragment est
préparee en diluant 100 pl de la dilution précédente dans le tampon phosphate (50 mM
Na:HPOs, 150 mM NacCl, 2,5 mM MgCl,, 5 % DMSO, pH 7,4). Les fragments sont répartis
dans des plaques 96 puits (Greiner Bio-One, réf: 650201, Polypropyléne). Toutes les
expériences ont été réalisées a 25°C, chaque solution de fragment, contréle et tampon a été
injectée pendant 60 s, avec un temps de dissociation de 200 s. La gamme de concentration en
CTP est injectée en début et fin d’expérience. La solution controle CTP (contréle positif) a 100
UM est injectée toutes les 10 mesures et la solution de glucose (contréle négatif) a 150 uM est
injectée en début et fin d’expérience. Les différents analytes sont injectés sur les quatre surfaces

en simultané a 40 pl/min.
2.4.3.6  Mesure des réponses en variant la concentration des fragments

Des solutions de fragments a des concentrations de : 3,91 ; 7,81 ; 15,62 ; 31,25 ; 62,5
125 ; 250 ; 500 pM ont été préparées dans un tampon phosphate (50 mM Na;HPO4, 150 mM
NaCl, 2,5 mM MgCly, 5% DMSO, pH 7,4), a partir de la solution commerciale a 100 mM. Les
contréles positifs (CTP : 100 uM) et le tampon sont injectés toutes les 15 mesures entre chaque
fragment. Une gamme de concentration en CTP et le contréle négatif (glucose) sont injectés en
début et fin d’expérience. Une courbe de calibration du DMSO est effectuée en début, milieu

et fin d’expérience
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3. Etudes complémentaires de I’interaction des fragments avec Ba-IspD et

détermination de leur pouvoir d’inhibition.

Ce chapitre décrit les études complémentaires réalisées apres la sélection des fragments
par SPR. Afin de confirmer que les 23 fragments sélectionnes précédemment se lient a Ba-
IspD, des expériences de RMN ont été réalisées. Dans le cadre d’une approche par fragment,
avoir des informations structurales sur le site de liaison du fragment est un atout supplémentaire
pour faire évoluer ce fragment. C’est pourquoi des expériences de cristallographie et des calculs
de docking ont été entrepris. Enfin, un test d’activité enzymatique a été développé afin d’évaluer

le pouvoir inhibiteur des fragments.

3.1 Spectroscopie de différence de transfert de saturation (STD)

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) est un outil intéressant pour
I’étude des interactions moléculaires en solution. C’est une technique essentielle pour détecter
les interactions entre des petits ligands et des protéines?®®. Depuis quelques années, I’expérience
de RMN STD (Saturation Transfert Difference) est utilisée pour effectuer des criblages de
molécules et caractériser les complexes protéines ligands®**?%, Deux phénoménes RMN
majeurs sont impliqués dans I'expérience STD congue pour détecter une interaction entre un

ligand sur une protéine : I'effet de saturation du spin nucléaire et la diffusion du spin du proton.
3.1.1 Principe

Les expériences de RMN STD sont basées sur l'effet Overhauser nucléaire (NOE)
définie par une interaction entre deux spins a travers I'espace (diffusion de spin) et non pas a
travers les liaisons chimiques comme le couplage scalaire. Cette interaction est limitée a
environ 5-6 A. De plus, la méthode STD repose sur I'observation des signaux de résonance du
ligand et ne nécessite donc pas de marquage isotopique de la protéine étudiée. Cette technique
est utilisée pour détecter des liaisons de faibles affinités'® (Kp ~ 1034 10 M) via un transfert
de magnétisation non scalaire (via diffusion de spin) d’une protéine (>20 000 Da) vers des
ligands plus petits?® (<1000 Da). La saturation est obtenue en appliquant un signal
radiofréquence sélectif dans une région spectrale qui contient uniqguement des signaux de la
protéine comme par exemple, entre 0 et -1 ppm pour la région correspondant aux signaux des

méthyles ou aux alentours de 7 ppm pour la région correspondant aux signaux des aromatiques.
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Les signaux des groupements méthyles des petites molécules sont rarement compris entre O et
-1 ppm. Ainsi, cette région spectrale comprise entre 0 a -1 ppm permet de saturer la protéine
sans affecter les molécules plus petites présentes dans la solution étudiée. Cette saturation
sélective est transférée a la protéine entiére via la diffusion de spin par I’effet NOE
intramoléculaire H-'H. La saturation est ensuite transférée au ligand lié via I’effet NOE
intermoléculaire'® jusqu’aux sites de liaison du ligand potentiel. Pour que le transfert de
saturation se produise, la distance entre la macromolécule et le ligand doit étre au maximum de
5 A et plus le ligand est proche plus les signaux sont importants. La saturation transférée de la
protéine au ligand lié permet de saturer les signaux RMN du ligand. Lors de la dissociation, une
diminution de I’intensité du signal RMN des ligands libres en solution est observée (Figure 89 :
On-résonance). Successivement a cette expérience, la méme saturation sélective est utilisée
pour saturer une autre région spectrale ne contenant aucun signal proton (Figure 89 : Off-

résonance), par exemple a -3 ppm (1500 Hz).

Le spectre de RMN-STD d’un ligand qui a subi le transfert de saturation est obtenu par
soustraction du spectre enregistré sans saturation protéique (Off-résonance) au spectre de la
protéine sélectivement saturée (On-résonance) et ne contient que les signaux du proton du
ligand. D’autres composés (Non ligand), qui sont présents en solution mais qui ne se lient pas
a la protéine, ne regoivent pas le transfert de saturation et leurs signaux s’annulent apres

soustraction (Figure 89).

Saturation
sélective

.‘

Juuuuuuu L® ]

Off-résonance On-résonance Diftférence des spectres

Li gand

Non hgand

Figure 89 : Représentation schématique d’une expérience RMN STD. Les échanges entre le ligand

libre et lié permettent le transfert intermoléculaire de la magnétisation de la protéine vers la solution.

Image issue de la publication de Viegas'®. Les triangles rouges et bleu correspondent respectivement
aux signaux du ligand et du non ligand.

L'intensité des signaux STD depend du temps d'irradiation, du temps de saturation et de I'exces

de molécules de ligand utilisées®®*. Les spectres RMN-STD sont obtenus avec une trés faible
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quantité d’enzyme (uM) et une quantité 20 a 100 fois supérieure de ligand. Cette exces est
nécessaire afin d’obtenir un grand nombre de ligands saturés entrainant une plus grande
diminution de ces signaux et donc un meilleur signal aprés soustraction des spectres Off-On.
En effet, avec I’excés de ligand, il est tres peu probable qu'un ligand saturé se fixe de nouveau

dans le site de liaison.

La limitation de cette méthode RMN est liée au temps de résidence du ligand dans le site de
liaison de la protéine et donc aux constantes cinétiques d’association k, et de dissociation k.
L’association d’un ligand L a une protéine P conduit a la formation d’un complexe PL, selon

un équilibre décrit par 1’équation (51) :

==
Q

P+1L

I

PL (51)

==
QU

avec ka, la constante d’association (M™.s?) et k., la constante de dissociation (s™2).

Lorsque la dissociation du complexe PL est lente (k, petit), le ligand reste complexé a la
protéine et I’expérience STD est moins efficace. Ainsi, aucun signal STD ne peut étre observé

pour des ligands de forte affinité!3,

Il est a noter que lorsqu’un tampon D20 est utilisé, les protons échangeables de la protéine et
des ligands sont échangés par un atome de deutérium (D). Le signal RMN n’est donc plus

observable pour ces protons?t?.

3.1.2 Détermination de I’interaction entre I’enzyme Ba-IspD et le CTP.

Des expériences de RMN STD ont été realisées uniquement sur les 18 fragments
sélectionnés par SPR (cf. Chapitre 2, Tableau 13, p. 111) pour lesquelles un Kp a été déterminé.
L’analyse par RMN STD des 5 fragments, dont le Kp n’a pas pu étre déterminé, n’a pas eté

réalisé par manque de temps.

Dans un premier temps, afin de valider la méthode d’analyse et de mettre au point les conditions
expérimentales, une expérience de RMN STD avec Ba-IspD et le CTP a été faite. Celle-ci a été
réalisée avec un exces de ligand (20 :1) par rapport a la quantité d’enzyme. Ainsi, I’interaction
du CTP (250 uM) et de ’enzyme Ba-IspD (12,5 uM) a éte mesuréee par RMN STD en présence
de glucose (250 uM) qui est le contréle négatif. En effet, le glucose est utilisé car il a été montré

par SPR qu’il ne se lie pas a Ba-IspD et il est donc considéré comme un non ligand.
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Un premier spectre a été enregistré sur le mélange contenant 1’enzyme Ba-IspD, le CTP et le
glucose (Figure 90A) afin de déterminer la fréquence sélective a utiliser. Ainsi, un spectre On-
résonance, de cette méme solution, avec cette fois-ci I’enzyme Ba-IspD saturee par la fréquence
sélective choisie a 400 Hz (0,8 ppm) correspondant aux signaux des méthyles (Figure 90B) a
été enregistre. Un spectre Off-résonance est ensuite enregistré avec une saturation sélective a -
1500 Hz (-3 ppm).

Sur le spectre de RMN-STD, correspondant a la soustraction du spectre B au spectre A (Figure
90C), les signaux des protons non échangeables du CTP sont observables ce qui confirme
I’interaction entre le CTP et Ba-IspD. L’absence de signal pour le glucose est en adéquation
avec le fait que ce composé n’interagit pas avec 1’enzyme.

Cette premiére expérience valide donc les conditions expérimentales utilisées et confirme que
le CTP se lie a I’enzyme. Cette méthodologie a été appliquée aux fragments sélectionnés par
SPR.
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Figure 90 : Expérience de RMN STD entre le ligand CTP et I’enzyme Ba-1spD. (A) Spectre de
référence (Off-résonance) et (B) le spectre de référence (On-résonance) avec les signaux du CTP, du
glucose et de ’enzyme Ba-1spD. (C) Soustraction des spectres Off-On pour conduire au spectre RMN
STD du CTP. Les astérisques en noir indiquent les impuretés présentes dans 1'échantillon. A noter que
les signaux des impuretés ne sont pas non plus présents dans le spectre RMN STD. L astérisque rouge

représente les signaux des méthyles de [’enzyme.
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3.1.3 Détermination de I’interaction entre Ba-1IspD et les fragments.

Afin de confirmer que les dix-huit fragments se lient a I’enzyme Ba-IspD, des analyses par
RMN STD ont été effectuées avec ces fragments.

Les constantes d’association et de dissociation sont des paramétres importants dans les
expériences de RMN STD. Lorsque le k, est petit, la liaison P-L est forte, ainsi peu de ligands
saturés sont libérés en solution. Lorsque le k, est grand, la liaison P-L est faible ainsi le temps
d’interaction du ligand avec 1’enzyme est trop faible pour que le ligand soit saturé. Lorsque le
k, est grand, la formation du complexe P-L est faible ainsi le nombre de ligand saturé en
solution peut étre insuffisant pour détecter un signal. Ces parameétres sont donc importants pour
I’observation d’un signal en RMN STD.

Dans le cas du CTP, le sensorgramme obtenu par SPR indique une association avec I’enzyme
rapide et une dissociation rapide du complexe. Dans un premier temps, les fragments avec le
méme type de sensorgramme (association et dissociation rapide) ont été testés par RMN STD
(Figure 91).

A

CTP
70
ol [T———————
50
w0l e
30
20]
10
0
-10 t t t t 1
-10 10 30 50 70 90
— B6D12 B5SE(7 B1B10
D 40 25
24
~ 30 20
§ 2 15
8 1 10
5
(o o s
N 0
M -10 4 | 5
-10 10 30 50 70 90 10 10 30 50 70 90
B1D02 B5E06
35
40 20
30 25
20
20 15
10
10 5
0
0 5
10 10 ; -10 ¢
10 10 30 50 70 0 0 10 0 50 7 90 10 10 30 50 70 %
.
>
Temps (s)

Figure 91 : Représentation des sensorgrammes du CTP et des fragments avec des phases
d’association et de dissociation rapides.
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Pour les cing premiers fragments : B6D12, B5E07, B1B10, B1B02, B1D02 des signaux de
RMN STD ont été obtenus. Un exemple du traitement des spectres, On et Off-résonance est
représenté pour le fragment B6D12 (Figure 92). Pour les quatre autres fragments, seuls les
spectres RMN-STD ont été présentés (Figure 92).
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Figure 92 : Résultats de la RMN STD pour le fragment B6D12. Représentation du spectre Off
résonance (rouge), On-résonance (bleu) et RMN STD (vert). L astérisque rouge représente les

signaux des méthyles de |’enzyme.
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Figure 93 : Spectres RMN-STD des fragments B5SE07, B1B10, B1B02, B1D02 (de haut en bas).

L astérisque rouge représente les signaux de I’enzyme.

Les spectres on-résonance ont été réalisés en accumulant 512 scans.

Pour le dernier fragment BSE06 (Figure 94), une premicre expérience avec 512 scans n’a pas
permis d’observer un signal sur le spectre de RMN STD. Et malgré, I’accumulation de 3840
scans aucun signal du fragment n’a pu étre détecté. Les expériences de SPR realisées avec
B5E06 avaient montré une interaction avec Ba-IspD conduisant a la détermination d’un Kp
(3084,7 uM) et a la mesure d’un BE3 (0,45 mM™).
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Figure 94 : Spectres de I’expérience de RMN STD pour le fragment B5E06. Spectre off-résonance
(haut), spectre on-résonance(milieu) et spetre RMN STD (bas). L ‘astérisque rouge représente les

signaux de [’enzyme.
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Les seuls signaux qui ont été détectés en *H RMN sont les protons H, et Hs correspondants au
CH> du cyclopropane. En effet, les autres protons étant échangeables avec 2H, les signaux sont
indétectables en RMN.

Cette absence de signal RMN STD peut s’expliquer de plusicurs fagons, Soit ce sont les protons
échangeables de BSE06 qui interagissent avec Ba-IspD et il n’est alors pas possible de détecter
ces interactions par RMN STD. Soit le fragment a des phases d’association et de dissociation
trop lentes malgré 1’allure du sensorgramme et ne peut donc pas étre détecté par RMN STD. Il

est aussi possible que le fragment ne se lie pas a Ba-IspD malgré les résultats obtenus par SPR.

Apres les mesures de RMN STD de ces 6 fragments, d’autres ont été testés avec cette fois-ci
des sensorgrammes d’allures différentes (Figure 95). La vitesse de dissociation de chaque

complexe formé avec le ligand et Ba-IspD semble plus lente.
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Figure 95 : Sensorgrammes de fragments présentant une phase de dissociation lente.

Pour le fragment B5E12, le spectre RMN STD (Figure 96) a été obtenu avec une acquisition de
512 scans malgré une phase de dissociation lente mis en évidence sur le sensorgramme (Figure
95). Une dissociation lente minimise le nombre de ligands saturés libres en solution et diminue
donc le signal STD. Plus la dissociation est lente plus le nombre de scans a réaliser pour obtenir

un signal STD est grand.
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Figure 96 : Spectres de I’expérience de RMN STD pour le fragments BSE12. Spectre off-résonance
(haut), spectre on-résonance (milieu) et spetre RMN-STD (bas).

Pour les fragments B4D12, B3EO1 et B3HOS5 des acquisitions de 512 scans n’ont pas été
suffisantes. Des expériences d’environ 4000 scans ont permis d’obtenir des signaux mais de

faibles intensités (Figure 97).
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Figure 97 : Spectres RMN STD des fragments B4D12, B3EO1 et B3HO5 (de haut en bas).
Accumulation : 4000 scans. L ‘astérisque rouge représente les signaux de l’enzyme.
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Pour ces trois fragments, on peut supposer que les phases de dissociation sont trop lentes et que
tres peu de fragments soient saturés, ce qui explique le faible signal.

Les 7 fragments restants, B3D04, B4H08, B3F10, B3E03, B1H10, B1F11, B4B12, ne
présentent aucun signal RMN STD malgré un grand nombre de scans (env. 4000 scans). Les
phases de dissociation doivent étre bien trop lentes. Des exemples de spectres RMN-STD de
deux fragments B3D04 et B4AH08 qui ne montrent pas de signal STD ont été représentés en

Figure 98.
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Figure 98 : Spectres RMN STD des fragments B3D04 et B4AHO08 (de haut en bas), enregistrés sur
4000 scans. L astérisque rouge représente les signaux de [’enzyme.

Le fragment B5G02 est un fragment a association et dissociation lente (Figure 99) avec un
sensorgramme similaire au fragment B3D04 (Figure 95). Cependant a la différence du fragment
B3D04, un signal STD est observé. La présence de ces signaux peut s’expliquer par la fréquence
sélective utilisée a 350 Hz (0,76 ppm) qui est proche de la fréquence du méthyle du fragment
B5G02 a 506 Hz (1,01 ppm), conduisant a une différence de 156 Hz. Ainsi, le signal observé
peut étre un artéfact car il résulte de la saturation directe du fragment (Figure 99).

Il n’a pas été possible d’utiliser une autre fréquence de saturation, comme celle des aromatiques
vers 3400 Hz (6,8 ppm), car des signaux du fragment sont également présents dans cette zone
de fréquence.

134



Chapitre 3 : Etudes des fragments touches

=)
3 +3000

13 9 N @
B5G02 : o~ Nt L2500

. 1 6 g.

14 f—=
9,12 2 &' 10 L2000
—— o 1" 5 -10 30 50 70 90 130 170
15 12 HN /A Temps (s)

1500

17 L1000
' J‘ * Ls00
FEPrT— A " At i i o - i |0

=500

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figure 99 : Spectres RMN STD du fragment B5G02 enregistré sur 4096 scans. L astérisque rouge

représente les signaux de [’enzyme.

Une expérience de RMN STD a été réalisée pour démontrer cette hypothese. Une expeérience
en présence de glucose, connu comme non ligand, et de I’enzyme Ba-IspD a été mise en place
afin de déterminer si une saturation sélective de I’enzyme a proximité d’un signal d’un ligand
le sature méme en 1’absence d’interaction. Ainsi, une saturation sélective a 156 Hz de distance
d’un signal de glucose, a été enregistré afin d’observer ou non I’apparition d’un signal STD
pour le glucose. Le résultat a montré qu’aucun signal STD n’est présent et infirme 1’hypothése

poseée.

Une autre explication de la réponse STD positive est que ce fragment forme des agrégats ou
des liaisons non spécifiques sur 1’enzyme Ba-IspD est conduit a un faux positif (Tableau 3)

mais on ne peut pas exclure que ce fragment se lie a Ba-IspD.

Sur les 18 fragments sélectionnés, la confirmation d’interaction avec Ba-I1spD par RMN STD a
été validée pour dix fragments, B6D12, B5E07, B1B10, B1B02, B1D02, B5E12, B4D12,
B3EO1, B3HO5, B5G02 (Tableau 23). Les fragments B1F11, B1H10, B3D04, B3E03, B3F10,
B4B12, B4H08, BSE06 n’ont pas montré de signal STD ce qui est peut étre di & une trop faible
guantité de ligands saturés en solution suite a une association ou une dissociation trop lente.
Cependant, le fragment B5SG02 est I’exception a cette régle car malgré une association est une

dissociation lente, un signal de STD est observé.

Des expériences de RMN DOSY de diffusion!3* pourraient étre réalisées afin de confirmer les
interactions entre I’enzyme Ba-IspD et les 8 fragments avec des dissociations lentes qui n’ont
pas donnés de signal en RMN STD. En effet, cette technique de RMN repose sur la variation
du coefficient de diffusion (D) des especes en solution. Les signaux de petites molécules (D

élevé) diminuent plus rapidement que ceux des grosses molécules (D faible) et permettent de
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différencier un ligand libre en solution d’un ligand lié a une protéine. Ainsi, plus le ligand a une
vitesse de dissociation lente plus il reste lié a la protéine et meilleurs sont les signaux RMN. La

mise en place de ces expériences n’a pas pu étre réalisée par manque de temps.

B6D12 B5EOQ7 B1B10 B1B02 B1D02
H o S N OH

HO N % (o] l:] :

omF /N~,‘ {) )LH gCI Br T,

HO
B5E12 B4D12 B3EO1 B3HO05 B5G02
OH

—0, o 0o @\ o /_./ }
Q& g 0% - |y
o— Mo 0:§6—N o N

Tableau 23 : Structure des dix fragments confirmés par STD.

3.2 Lacristallographie et le « Docking »
3.2.1 Lacristallographie

Plusieurs structures de 1’enzyme IspD issues de différents organismes sont disponibles
dans la Protein Data Bank (PDB). Une liste non exhaustive est présentée dans le Tableau 24.
Parmi ces structures, IspD de Bacillus subtilis présente la plus grande homologie (73 %) avec

IspD de Bacillus anthracis mais seulement 53 % d’identité.

Organismes Homologie (%) | ldentité (%0) PDB

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 73 53 5HS2
Escherichia coli 51 34 1VGU
Mycobacterium tuberculosis H37Rv 53 34 2XWN
Arabidopsis thaliana 55 36 ANAI
Campylobacter jejuni 52 32 1W55
Neisseria gonorrhoeae 52 32 1VGW

Tableau 24 : Enzymes IspD présentent dans la PDB et leurs pourcentages d’homologie et d’identité
avec Ba-1spD.

Nous avons estimé que ces différentes enzymes IspD n’étaient pas assez proches
structuralement de Ba-IspD pour développer des inhibiteurs sélectifs de Ba-IspD. Ainsi, Ba-

IspD purifiée a été envoyee dans le groupe du Dr Jean-Luc Ferrer (Groupe Synchrotron, Institut
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de Biologie Structurale de Grenoble) dans le but de résoudre la structure de Ba-IspD. En
collaboration avec le Dr Franck Borel et le Dr Jean-Luc Ferrer, deux structures de I’enzyme ont
été résolues a 2,35 A pour I’apoenzyme et 4 1,71 A (Figure 100) pour I’enzyme en complexe
avec le CTP. Dans cette structure, les deux phosphates terminaux du CTP n’ont pas pu étre

observés.

Figure 100 : Représentation de la structure tridimensionnelle de I’homodimére de I’enzyme Ba-
IspD en présence du ligand CTP (jaune) et de Mg* (violet).

L’enzyme Ba-1spD a un poids moléculaire de 25944 Da (avec 1’étiquette contenant six résidus
histidines) et comme les autres structures cristallographiques de I’enzyme IspD déja publiées,
forme un homodimere. Différentes expériences de co-cristallisation entre Ba-IspD et les 23
fragments sélectionnées ont été entreprises dans le laboratoire de Grenoble. Néanmoins, malgré
les différentes conditions de co-cristallisation testées aucun co-cristal contenant un fragment

n’a pu étre obtenu.

En paralléle de ces essais, des expériences de « docking » ont été réalisées par le Dr Franck
Borel & partir de la structure résolue a 2,35 A, dans le but d’obtenir des informations structurales

sur les interactions entre I’enzyme Ba-IspD et ces fragments.

3.2.2 Expériences de docking des fragments sélectionnés en utilisant la structure de

Ba-IspD comme cible.
3.2.1.1 Les spécifications du docking

L’amarrage moléculaire appelée plus couramment docking est une méthode qui prédit

I’orientation d’une molécule par rapport a une autre lorsqu’elles sont liées pour former le
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complexe le plus stable.

Les approches bio-informatiques de docking sont tres répandues dans la recherche de nouveaux
médicaments pour I’identification de touches et 1’optimisation de molécules?**?!3, Le docking
peut étre utilisé pour modéliser I’interaction entre une petite molécule et une protéine au niveau
atomistique. Cette approche permet de caractériser le comportement de petites molécules dans

les sites de liaison et d’élucider des processus biologiques?'“.

Le docking permet la prédiction de la conformation et de 1’orientation du ligand dans un site de
liaison localisé. L’identification du site de liaison préalablement aux expériences de docking
augmente considérablement 1’efficacité du docking. Les informations sur les sites de liaisons
peuvent étre obtenues par comparaison de la protéine cible avec une famille de protéines
similaires déja décrites dans la littérature. Lorsque le site de liaison est inconnu, des
programmes de détection de cavité sont employés comme par exemples GRID?'®, POCKET?
et PASS?Y,

Le premier modéle de docking®® utilisé est basé sur la théorie « clé et serrure » de Fisher?'®
avec le ligand (clé) et le récepteur (serrure) qui sont traités comme des corps rigides. Koshland
introduit « I’ajustement induit » (Induced fit) qui permet d’améliorer le mod¢le précédent, en
indiguant que le site actif de la protéine est continuellement remodelé par les interactions avec
le ligand?®°. Cette théorie implique que le ligand et le récepteur soient flexibles pendant le
docking. Afin de diminuer les ressources informatiques nécessaires pour modéliser un ligand
sur un récepteur flexible, seule une partie de la protéine est rendue flexible??! et les dimensions
de la zone d’étude dans I’espace sont classiquement de 10x10x10 A. Des programmes tels que
Glide permettent de tenir compte de la flexibilité du ligand et le module de raffinement du

programme Prime permet de tenir compte de la flexibilité des récepteurs.
3.2.1.2 Lecriblage des fragments par docking en utilisant Ba-1spD comme cible

A partir de la structure cristallographique de Ba-1spD résolue & 2,35 A, des études de

docking ont été réalisées avec les 23 fragments sélectionnés par criblage SPR.

Le Dr Franck Borel (IBS, Grenoble) a modélis¢ les interactions entre I’enzyme et les fragments
en utilisant un modele « Induced fit ». D’aprés ces calculs de modélisation, il existe 3 sites de
fixation pour les fragments. Le premier site correspond au site de fixation du CTP, il sera appelé
site CTP. Pour le second site de liaison, une phénylalanine (F108) est responsable en grande
partie de I’interaction avec le fragment et au niveau du troisiéme site une tyrosine (Y203) est

présente. Ces deux sites seront appelés respectivement site F et site Y.
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Les résultats sont donnés en score de docking (DS, « Docking Score ») (Tableau 25) qui refléte
approximativement 1’énergie de liaison entre le fragment et I’enzyme. Plus la valeur du DS est

petite (négative) meilleures sont les interactions entre le fragment et I’enzyme.

Fragments Conformations Site F Site Y Site CTP
B4HO08 -9.933 -5.636 -5.947
B3D04 7S 8S 9S 10R -10.227 -8.672 -6.829

7S 8S9R 10R -10.761 -6.020 -5.900
7S 8R 9S 10R -11.254 -8.295 -9.479
7S8R 9R 10R -11.661 -8.110 -6.130
Isoméres de B3D04 7R 8S 9S 10S -9.600 -0.828 -9.166
7R 8S 9R 10S -11.450 -8.822 -6.456
7R 8R 9S 10S -11.413 -7.493 -6.227
7R 8R 9R 10S -12.163 -7.060 -7.152
B4D12 -9.306 -5.628 -7.051
B1H10 -9.526 -8.683 -5.116
B6G02 -7.059 -6.825 -10.881
B5E12 -4.880 -5.416 -7.395
B1B10 -8.076 -6.448 -6.113
B5G02 -8.042 -6.131 -5.979
B3EO3 4S -8.006 -1.774 -6.306
Isoméres de B3EO3 4R -7.691 -8.150 -7.255
B3HO05 10S -8.142 -6.041 -6.265
Isomére de B3H05 10R -7.223 -5.921 -6.597
B3EO1 -8.368 -6.599 -5.952
B3F10 8S -8.022 -7.762 -6.735
Isomeres de B3F10 8R -7.389 -7.725 -6.573
B6D12 -7.532 -5.667 -6.815
B5EQ07 -7.378 -6.298 -5.127
B4B12 -6.688 -7.321 -5.959
B1B02 -6,666 -5,636 -5,213
B1D02 -6,651 -5,628 -5,2
B1F11 -6.618 -7.643 -5.200
B5E06 -5.697 -4.529 -5.213
B3All -10.262 -6.345 -5.752
B5C01 -8.204 -6.601 -6.020
B1B04 -8.385 -6.155 -5.165
B4B01 7S -5.915 -7.284 -7.579
Isoméres de B4B01 7R -7.514 -7.097 -7.982

Tableau 25 : Résultats du docking réalisé sur les vingt-trois fragments sélectionnés par SPR. Les
cing fragments encadrés en noir sont ceux pour lesquels le Ko n2’a pas pu étre déterminé de fagcon
reproductible.

Certains fragments possedent des isomeres de conformation auxquels des scores de docking ont
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été attribués individuellement. L’isomére du fragment B3D04 qui a été criblé en SPR
correspond a I’isomére 7S, 8S, 9S, 10R (Tableau 25, en gras). Pour les fragments B3EOQ3,
B3HO05, B3F10, B4B01 la stéréochimie n’a pas été indiquée par I’entreprise (Edelris) qui nous

a vendu les fragments.

Dans le Tableau 25, les DS des 23 fragments (cf. Chapitre 2-Figure 67) pour chaque site (CTP,
F et Y) ont été calculés. Ainsi, certains fragments ont des scores de docking intéressants selon

le site de liaison.

Si I’on considére le site F et les fragments qui ont un DS inférieur & -10, cing fragments

sont intéressants a étudier.

Le fragment B4HO08 semble interagir fortement avec ce site avec un DS de -9,933 et faiblement
avec les deux autres sites.

Les isomeres du fragment B3D04 semblent interagir de la méme maniere que B4HO08 avec le
site F, mais certains interagissent aussi sur le site de liaison Y. Par contre B4HO08 et B3D04 ne
semblent pas avoir beaucoup d’affinité pour le site CTP, ce qui pourrait étre intéressant pour
relier ce fragment a un fragment spécifique du site CTP.

Les deux fragments B4D12 et B1H10 ont tous deux un DS semblable pour le site F (-9,306 et
-9,526 respectivement). Cependant le fragment B1H10 est moins sélectif car il interagit
également avec le site Y avec un DS de -8,683 et B4D12 interagit faiblement avec le site CTP.
Le dernier DS remarquable est celui du fragment B3A11. Cependant ce fragment avait été
écarté du criblage par SPR car son Kp n’a pas pu étre mesuré de maniére reproductible. Du fait
de son DS important, sa structure chimique pourrait étre considérée pour 1’aide a 1’optimisation

des fragments si des expériences complémentaires valident son intérét.

Si I’on considére le site Y et les fragments qui ont un DS inférieur a -8, trois fragments

sont intéressants a étudier.

Les fragments B3D04 et B1H10 ont tous deux des DS de -8,672 et -8,683 respectivement et
comme cité précédemment ne sont pas selectifs de ce site.

Les isoméres de B3EO3 interagissent sur ce site avec des DS de -7,774 (4S) et -8,150 (4R) mais
interagissent aussi avec les autres sites de liaison avec quasiment les mémes DS.

Nous considérons donc que le docking n’a révélé aucun fragment qui pourrait étre spécifique

au site Y.

Si I’on considére le site CTP, trois fragments sont intéressants a étudier.
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Les fragments B4D12 et B5E12 ont des scores de docking similaires avec respectivement -

7,051 et -7,395. Cependant, BSE12 semble étre sélectif du site CTP contrairement au fragment

B4D12 qui interagit fortement avec le site F.

Le fragment B6G02 se démarque avec son score de docking de -10,881, qui est le meilleur DS

pour le site CTP. Ce fragment a été éliminé du criblage car son Kp n’a pas pu étre obtenu.

Comme son docking score est grand, il pourrait étre considéré pour 1’optimisation si des

expériences complémentaire valident sont intérét.

A)
Site F
(B3All)
Site CTP
(B6G02)
Site Y
(B1H10)
B)
Fragment Structure Kb STD Site F SiteY | SiteCTP
F (o)
B1H10 ‘J\ONWNH 2 mM Zf‘;n‘;f 9526 | 8683 | 5116
o
o]
T N Non Non ) ) _
B6G02 E;ér determing | analysé 7,059 6,825 10,881
N/J d Non Non
BIALL | oy~ e determing | analyss | 10262 | 6345 | 5752
H
BaHos | (J D= | 104pm Zf‘;n‘;f 9933 | 563 | 5947
H
OH
B3D04 -'N/;_\ o | 832um E?Sn‘;f 10,227 | -8,672 6,829
S o-{ g

Figure 101 : Les fragments retenus par docking. A) Représentation tridimensionnelle de docking des
fragments B1H10, B6G02 et B3A11 dans trois sites de fixation. B) Résumé des fragments les plus
intéressants déterminés par le docking.
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Des fragments avec des DS corrects ont été représentés dans leurs poches respectives des sites
CTP, FetY dans la Figure 101.

La Figure 101 illustre un monomére de Ba-IspD et le positionnement des fragments dans les
différents sites suite aux expériences de docking. La position des fragments semblent indiquer
qu’ils pourraient étre reliés entre eux. La structure cristallographique de Ba-IspD est dimérique
et lorsque I’autre monomere est présent le site F est complétement isolé des deux autres sites
mais toujours accessible en tant que site de liaison. Le site Y devient inaccessible di a
I’emboitement des deux monom¢éres (Figure 100) dans cette forme cristallisée. Cependant, en
solution la structure n’est pas connue et ces deux sites pourraient étre accessibles pour relier
deux fragments du site CTP au site Y. La distance entre les fragments B6G02 et BIH10 mesurée
avec Pymol est d’environ 20 A (Figure 101). En considérant, qu’une liaison carbone-carbone
est en moyenne de 1,54 A, on pourrait envisager de concevoir un bras espaceur d’environ 13

atomes de carbone pour relier ces fragments.

3.3 Lacinetique enzymatique de Ba-IspD

L’objectif de ma thése est la conception de nouveaux inhibiteurs de I’enzyme Ba-IspD
via une approche par fragment. Maintenant qu’une vingtaine de fragments a été sélectionnée, il
est nécessaire d’évaluer leurs activités inhibitrices sur Ba-IspD. Pour cela, il nécessaire de
disposer d’un test d’activité de 1’enzyme Ba-IspD qui catalyse la transformation de CTP et de

MEP en CDP-ME et PPi (Figure 102).
NH,

(Y
OH 0 OH o o NKO
TS IspD 1l 1l
0-P-0 0-P-0-P-0
OH OH O 7 N\ OH OH ©O° o ©

MEP CTP PP cpp.ME OH OH

Figure 102 : Réaction catalysée par IspD et libération du diphosphate (PPi).

3.3.1 Introduction a la cinétique enzymatique

Les enzymes catalysent des réactions biochimiques dont le mécanisme et la vitesse de
réaction sont étudiés par la cinétique enzymatique. Une réaction enzymatique simple avec une

enzyme (E) qui convertit un substrat (S) en un produit (P) est décrite comme suit :
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ky ky
E+S =——= ES == E+P
k] k-2

L’enzyme (E) se lie au substrat (S) en formant un complexe enzyme substrat (ES) avec une
constante de vitesse ki et se dissocie selon une constante de vitesse k.1. Une fois le complexe
ES formé, I’enzyme peut catalyser la formation du produit (P) avec une constante de vitesse ka.
La formation d’un complexe ES lors d’une réaction enzymatique a été décrit pour la premiére
fois par Leonor Michaelis et Maud Menten en 1913222223, De ces travaux est issu I’équation de

Michaelis-Menten qui relie la vitesse de réaction et la concentration en substrat :

_ Vimax [S]

= Ku+IS] (52)

avec v la vitesse initiale, Km la constante de Michaelis-Menten et Vmax la vitesse maximale.

Dans les conditions initiales, la formation du produit est minimale et le k> est négligeable. De
plus, la constante de vitesse de formation du produit, désignée par kz (Keat dans ce cas),
représente le nombre maximum de réactions catalysées par I'enzyme par unité de temps. Vmax
est le produit de kea par la concentration totale en enzyme [E]wta = [ES], ¢’est-a-dire lorsque

toutes les enzymes sont sous la forme d’un complexe ES.

Le tracé de 1’équation de Michaelis-Menten pour une concentration faible en substrat croit de
facon linéaire avec 1’augmentation de [S]. A des concentrations plus élevées, la courbe
s’infléchit jusqu’a atteindre un plateau qui correspond a Vmax (Figure 103). La constante de
Michaelis-Menten Kwm représente la concentration en substrat pour laquelle la vitesse initiale
est égale a la moitié de la vitesse maximale. Les réactions enzymatiques a un seul substrat ont

tendance a obéir a la cinétique décrite par Michaelis-Menten.

3

anx I

Vilesse initiale

Concentration en substrat [S]

Figure 103 : Courbe cinétique de Michaelis-Menten.
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Au laboratoire des tests enzymatiques ont éte réalisés par Zoljargal Baatarkhuu sur ’enzyme
IspD d’E. coli afin de déterminer les constantes cinétique Vmax et Km en utilisant 1’équation (52)
de Michaelis-Menten. Pour cela, le test enzymatique doit étre réalisé en faisant varier la
concentration d’un substrat (MEP par exemple) et en gardant la concentration de 1’autre substrat

fixe et en exces (CTP par exemple) afin que sa concentration ne limite pas la vitesse.

Un Kwm apparent de 41 + 6 UM pour le MEP et un Kv apparent de 90 + 10 uM pour le CTP ont
été déterminés par cette méthode. Les résultats obtenus sont similaires aux valeurs décrites par
Imperial et collaborateur?®* qui ont déterminé des Km de 61 + 14 pM pour le MEP et de 58 + 6
MM pour le CTP pour I’enzyme IspD d’E. coli selon la méme méthode.

Par la suite, des études cinétiques sur IspD de Bacillus anthracis ont été entreprises de la méme
fagon et il a été possible de déterminer les Kv de 8,5 £ 1,6 UM pour le MEP et de 22,7 £ 1,7
UM pour le CTP.

3.3.2 L’inhibition enzymatique

L’inhibition d’une enzyme correspond a une diminution de son activité par une molécule
appelée inhibiteur. Il existe plusieurs types d’inhibiteurs. Les inhibiteurs irréversibles se lient
covalemment alors que les autres inhibiteurs se lient de facon réversible a I’enzyme. Dans le

cadre de notre étude, les fragments sont considérés comme des inhibiteurs réversibles.

D’aprés la nomenclature de Cleland, il y a trois types de mécanisme d’inhibition réversible :
I’inhibition compétitive, incompétitive et non competitive qui dépendent chacun du mode
d’interaction de I’inhibiteur avec I’enzyme??® (Figure 104). La constante d’inhibition Ki permet

de caractériser la formation des différents complexes enzyme-inhibiteur.

A) B) C)
Ks K, K K Ks Kp
E+S ES —> E+P E+S =—= ES —> E+P E+S S E+S —> E+P
1 | 1 |
K; u K; 1L Kiﬂ oK. aKiu
. ESI El+S =—= ESI
b Vinax[S] . Vinax[S] . Vinax[S]

Figure 104 : Les différents modes d’inhibition et les équations de vitesses associées. A) Inhibition
compétitive. B) Inhibition incompétitive. C) Inhibition non compétitive. I-Inhibiteur, K; constante
d’inhibition, EI complexe enzyme-inhibiteur.
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Dans le cas d’un mécanisme d’inhibition compeétitive, le substrat (S) et I’inhibiteur () sont en

compétition pour le méme site actif de I’enzyme (Figure 104A).

L’inhibition incompétitive résulte de 1’interaction entre 1’inhibiteur (1) et le complexe enzyme-

substrat (ES) qui conduit a la formation du complexe ternaire ESI inactif (Figure 104B).

Pour une inhibition non compétitive (Figure 104C), I’inhibiteur (1) peut se lier soit a I’enzyme
libre (E) soit au complexe enzyme-substrat (ES). Lorsque Ki est égale a aKi, le mécanisme est
identifié comme une inhibition non compétitive pure. Lorsque le K; est différent de aK; alors

on parle d’inhibition mixte.
La détermination d’un Kj et du mode d’inhibition est fastidieuse.

Un autre parametre, plus simple a déterminer, peut étre utilisé pour caractériser 1’inhibition
d’une enzyme. Il s’agit de la concentration inhibitrice médiane (ICso) représentant la
concentration en inhibiteur pour laquelle 50% I’activité enzymatique est inhibée. La
détermination de ce paramétre dépend des concentrations de I’enzyme, de I’inhibiteur et du
substrat. Des expériences simples permettent d’obtenir une valeur d’ICso, mais la valeur est
fonction des paramétres de 1’expérience. L’analyse de la perte d’activité est réalisée en faisant
varier la concentration en inhibiteur pour une concentration en enzyme et en substrats constants.
La donnée obtenue représente 1’activité en fonction de la concentration en inhibiteur. Ces
résultats peuvent étre ajustés selon la fraction d’inhibition en fonction de la concentration en

inhibiteur. La courbe est tracée par un ajustement en utilisant 1’équation 53.

1

x \pente
1+(IC50)

y= (53)

avec y la fraction d’inhibition et x la concentration en inhibiteur. Le Ki peut étre estimé a partir
de I’ICsp selon le type de mécanisme d’inhibition. En effet, en 1973 Yung-chi Cheng et William
H. Prusoff décrivent des équations permettant d’approximer 1’ICso et le Ki sous certaines

conditions en fonction du mode d’inhibition et du nombre de substrat de I’enzyme?%.
3.3.3 IspD, une enzyme bi-substrat

La conversion du MEP et du CTP en CDP-ME catalysée par IspD est une réaction bi-
substrat (Figure 102). La détermination du mécanisme bi-substrat de 1’enzyme IspD d’E. coli a
été réalisée par D. Cane et ses collaborateurs en utilisant une analyse « pulse chase » qui
consiste a marquer le MEP ou le CTP dans une premiere solution contenant IspD suivi de
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I’addition d’un mélange de MEP et de CTP non marqués pour conduire a la formation du
produit CDP-ME marqué ([**C]CDP-ME). La quantification du [**C]CDP-ME produit en
fonction du temps et I’allure de la courbe du taux de conversion du substrat marqué a permis
de déterminer que le CTP se lie en premier & IspD suivi de la fixation du MEP®'. Ces travaux
ont montré que le mécanisme de I’enzyme IspD est séquentiel et que les substrats se lient dans

un ordre preécis.

En utilisant pour la premiere fois un modéle bi-substrat pour 1’¢tude cinétique d’IspD, Z.
Baatarkhuu a confirmé que la réaction catalysée par IspD d’E. coli est une réaction sequentielle
et a montré que les Ky du CTP et du MEP sont respectivement de 149 uM (Kictp) et de 46 uM
(Kimep) dans un modele bi-substrat qui est décrit par 1’équation (54) et la Figure 105.

Vinax*AB

v = (54)
KiaKp+KoB+KpA+AB

avec Kia la constante de Michaelis-Menten de 1’enzyme E pour le substrat A (CTP), Ky la
constante de dissociation de B (MEP) du complexe EA (E-CTP), K, la constante de dissociation
de A (CTP) du complexe EB (E-MEP).

La constante de dissociation du complexe IspD-CTP et du MEP (Kwep) de 20 UM s’est révélée
tres inférieure & la constante de dissociation du complexe E-MEP et du CTP (Kctp) de 265 uM
confirmant que le CTP se lie en premier dans le site de liaison'% (Figure 105). Si le MEP se lie
en premier, le complexe E-MEP a trés peu d’affinité pour le CTP et se dissocie.

Kictp
E+CTP === E-CTP

K
149 yM \MEP
20 UM

E-CTP-MEP ——>» E + CDP-ME + PPi
265 ;y
Kimep K

E+MEP ==——= E-MEP e
46 uM

Figure 105 : Détermination du mécanisme séquentiel de I’enzyme IspD chez E. coli. Ki correspond
a la constante de Michaelis-Menten et K la constante de dissociation. Image reproduite de la these de
Z. Baatarkhuu®’.

La détermination d’un Ki d’un inhibiteur de I’enzyme bi-substrat IspD est particulierement
complexe. Ainsi, nous avons décid¢ de déterminer le pouvoir d’inhibition des 18 fragments par

la mesure d’ICso.
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3.3.4 Les tests enzymatiques de IspD

Dans le but de déterminer I’activité de I’enzyme et le pouvoir d’inhibition des 18
fragments, un test enzymatique pour 1I’enzyme IspD est nécessaire. Plusieurs tests enzymatiques

ont été publiés pour cette enzyme.

Une premiére étude a été réalisée par A. Bacher et ses collaborateurs en utilisant du [2-}4C]2-
C-méthylérythritol 4-phosphate ([1*C]-MEP) comme substrat lors de la réaction enzymatique.
L’activité a été suivie par chromatographie sur couche mince afin de séparer le [**C]-MEP du
[**C]-CDPME formé. La radioactivitt a été détectée et quantifiée en utilisant un

Phosphorimager®®.

Par la suite, une méthode a été développée pour séparer et quantifier les produits de la réaction
enzymatique d’IspD par HPLC en utilisant un détecteur UV a 270 nm®228 et ainsi évaluer
I’activité d’IspD.

Ces deux techniques nécessitent des instruments de mesure spécifiques et requiérent une

certaine expertise. D’autres méthodes plus simples ont été mises en place pour déterminer

I’activité de I’enzyme IspD.

Plusieurs tests enzymatiques sont basés sur la quantification des phosphates (Pi). L’enzyme
IspD produit du 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol (CDP-ME) et du diphosphate
inorganique (PPi). Les PPi peuvent étre hydrolysés en phosphates (Pi) par une pyrophosphatase

et les Pi peuvent alors étre quantifiés en utilisant des dosages spectrophotométriques.

Un test commercial EnzChek® basé sur les travaux de Webb??® permet la quantification du

phosphate inorganique (Pi). Le principe est illustré en Figure 106.

©
S
\
@</N | N
~
N N)\NHZ o) s 9o
1S, PNP \ O—II=I'—O
HO o + HO—I;"—O > <N | NH + HO o 6
(o} \ Q
— Q@
OH OH © N N)\NHZ OH OH
. 2-amino-6-mercapto- .
MESG Pi 7-méthylpurine ribose 1-phosphate
Abs .x = 330 nm Abs . = 360 nm

Figure 106 : Conversion enzymatique du 2-amino-6-mercapto-7-méthylpurine riboside (MESG) en
ribose 1-phosphate et 2-amino-6-mercapto-7-méthylpurine par la purine nucléoside phosphorylase
(PNP). La croissance de | 'absorbance a 360 nm permet de suivre [ 'activité.
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L’enzyme purine nucléoside phosphorylase (PNP) qui permet la transformation des phosphates
(Pi) et du 2-amino-6-mercapto-7-méthylpurine riboside (MESG) en ribose 1-phosphate et en 2-
amino-6-mercapto-7-méthylpurine est utilisée (Figure 106). Le suivi du changement
d’absorbance du 2-amino-6-mercapto-7-méthylpurine par spectrophotométrie a 360 nm permet
une quantification du phosphate inorganique (Pi).

Des tests basés sur la formation de complexes colorés sont aussi utilisés. Les phosphates
224

forment des complexes avec le molybdate et différents colorants comme le vert de malachite

le cristal violet?®® et le rouge de quinaldine®!. Les complexes phosphomolybdates peuvent

232 33

également étre réduits par de I’acide ascorbique®® ou de I’ascorbate en présence d’antimoine?
pour conduire a la formation de bleu de molybdene. Le Tableau 26 résume les différents tests

utilisés et les parameétres de mesure pour la quantification des phosphates.

Sources de Temps Gamme de
L Ry e i N =L LLCE R (R i linéarité
Vert de malachite (NH4)sM07024 610 nm 20 min 0a20uM
Cristal violet Na2MoO4 560 nm 40 min 048,75 uM
Rouge de quinaldine | (NH4)sM07024 525 nm 15 min 0al125uM
Acide ascorbique (NH4)sM07024 820 nm 1,5h 0al5uM
(NH4)sM07024
Ascorbate/antimoine + 880 nm 15 min 0alsuM
CsH4K2012Sh;

Tableau 26 : Les différentes méthodes de quantification des phosphates?** par spectrophotométrie.
Avec (NH4)sM07024 : Heptamolybdate d'ammonium, NaMoQOs : Molybdate de sodium et
CsH4K2012Sh; : tartrate d'antimoine et de potassium.

Le test le plus sensible et le plus utilisé est celui avec le complexe molybdate, le vert de
malachite?3 et le Pi. C’est le test qui a été utilisé dans le cadre de ma thése.
Ce test est simple, rapide a mettre en place et les conditions expérimentales ont été établies

précédemment au laboratoire par Zoljargal Baatarkhuu au cours de sa thésel®.

Ce test enzymatique sera utilisé pour déterminer si les fragments sélectionnés précedemment

par SPR inhibent Ba-IspD et permettra également de tester les produits développés a partir des
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fragments. La mesure de ’activité enzymatique de Ba-IspD en présence de ces fragments, a

différentes concentrations, permet de déterminer leur ICso.
3.3.5 Principe du test enzymatique utilisé pour déterminer 1’activité de Ba-IspD.

Afin de mesurer ’activité de ’enzyme et le pouvoir inhibiteur des fragments, une
méthode spectroscopique issue des travaux de Bernal®* a été employée. La réaction catalysée
par IspD forme du CDP-ME et du diphosphate (PPi) par le transfert d’un groupement cytidine
monophosphate du CTP vers le MEP (Figure 102).

Le test enzymatique est basé sur le dosage des phosphates (Pi) issus de la transformation du PPi
via I’ajout d’une seconde enzyme, la pyrophosphatase inorganique. Le phosphate produit forme
un complexe avec un réactif coloré composé de molybdate et de vert de Malachite qui absorbe

a 630 nm et qui peut étre dosé par spectrophotométrie (Figure 107).

Pyrophosphatase
inorganique
PPi - 2Pi + Molybdate
\ J

Vert de Malachite + [P04(M003)12]3'

Complexe de phosphomolybdate » Dosag-e par -
avec le vert de Malachite spectroscopie UV/Visible

A =630 nm

Figure 107 : Principe du test pour la détection du PPi formé dans le test enzymatique.

3.3.6 Détermination de I’activité de I’enzyme Ba-IspD
3.3.6.1 La courbe d’étalonnage : [Pi] = f(DO)

Le dosage des phosphates (Pi) par spectroscopie UV/visible nécessite de préparer
préalablement une courbe d’étalonnage. Pour cela, différentes solutions de Pi de concentration
variant de 0 a 18 uM dans un tampon Tris HCI (50 mM, 5 mM MgClz, pH 8,0) ont été mises
en présence de molybdate d’ammonium et de vert de malachite. L absorbance a été mesurée
aprés 10 min d’incubation a 30°C. La courbe d’étalonnage a été realisee a partir des
concentrations suivantes : 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18 uM (Figure 108). La concentration en Pi
est ensuite tracée en fonction de 1’absorbance a 630 nm. La courbe obtenue est ajustée en

utilisant une régression linéaire. La courbe de calibration est linéaire entre 1 et 20 uM de
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phosphate avec une absorbance variant entre 0,1 et 1,6 ce qui est conforme a la publication de

Bernal®?*,

.®
y=0,1112x - 0,1273

_ 1’ _R2©0,9999
g 1 o L
g o
E 05 P o
a e
0 ®
0 5 10 15 20

Concentration en Pi (uM)

Figure 108 : Droite d’étalonnage pour quantifier la concentration de Pi en fonction de
Pabsorbance a 630 nm. Equation : Pi = a*DO + b.

3.3.6.2  Conditions du test enzymatique pour déterminer [’activité de Ba-1spD

Les conditions du test enzymatique ont été adaptées des tests cinétiques réalisés

précédemment au laboratoire par Zoljargal Baatarkhuu sur Ba-1spD (Travaux non publiés). Les
concentrations des deux substrats de I’enzyme Ba-IspD ont été choisies en considérant la valeur
de leur Km: 22,73 + 1,704 uM pour le CTP et 8,503 + 1,607 puM pour le MEP. Ainsi, une
concentration en CTP de 210 uM (=10x le Km) et de MEP de 50 uM (=5x le Ku) ont été utilisées
pour les tests enzymatiques. La concentration en enzyme et le temps d’incubation ont été
déterminés afin que moins de 10 % du substrat soit converti en PPi. Finalement, une quantité
d’enzyme de 0,004 pg pour Ba-IspD et de 133 mU/ml pour la pyrophosphatase ont été retenues
dans un volume final de 400 pl et un temps de réaction de 8 minutes a 30°C.
Les fragments étant solubilisés dans du DMSO, il était important de confirmer que la présence
de DMSO dans le test ne modifie pas excessivement I’activité de 1’enzyme. Les tests
enzymatiques ont été réalises afin de déterminer I’activité de ’enzyme a 0 % et 1 % en DMSO,
qui sont respectivement de 61,29 et 52,35 pumol/min/mg (Tableau 27). La perte d’activité de
Ba-IspD est inférieure a 15 % en présence de 1% en DMSO.

Activité
0% DMSO (umol/min/mg, n = 3) 61,29 £ 0,25
1% DMSO (pmol/min/mg, n = 3) 52,35+ 0,48

Tableau 27 : Activités de Ba-IspD a 0 % et 1 % de DMSO. Conditions : Ba-1spD-0,004 ug,
Pyrophosphate inorganique (133,5 mU/ml), CTP (210 uM), MEP (50 uM), MgCl, (ImM), DTT (1
mM) dans du Tris HCI (50 mM, pH 8,0, 400 ul).
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3.3.7 Test d’inhibition sur les fragments criblés

Les 18 fragments sélectionnés par SPR ont été testés comme potentiel inhibiteur de
I’enzyme Ba-IspD ainsi que les 5 fragments (B1B04, B3A11, B4B01, B5C01, B6G02) qui ont

été écartés du criblage car leurs Kp n’ont pas pu étre déterminés.

3.3.7.1  Test de l’activité de [’enzyme Ba-IspD en présence des fragments.

Dans les conditions précédemment décrites, 1’activité de I’enzyme a été mesurée sans et

avec le fragment a une concentration de 200 uM (Figure 109).

On observe une fluctuation de I’activité d’IspD entre 45 et 90 pmol/min/mg en fonction du jour
et des groupes de fragments testés. Cependant, I’activité était stable pour une méme expérience
d’environ 4 fragments (testés le méme jour). Par exemple, le groupe de fragments B4BO01,
B3A11, B5C02 et B1B04 ont été testés dans une méme expérience avec une activité pour IspD
sans fragment de 90 pmol/min/mg alors que le groupe de fragments B6D12, B3D04, B4B12 et

B5SE12 ont été testés dans une autre expérience avec une activité d’IspD sans fragment de 60

umol/min/mg (Figure 109).
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Figure 109 : Activités de I’enzyme Ba-1spD sans (bleu) et avec (rouge) les fragments & 200 uM.
Conditions : Ba-1spD-0,004 pg, Pyrophosphate inorganique (133,5 mU/ml), CTP (210 pM), MEP (50
UM), MgCl, (ImM), DTT (1 mM), fragment (200 uM) dans du Tris HCI (50 mM, pH 8,0, 400 pl).

Cette variation d’activité entre les groupes de fragment n’influence pas la comparaison des

résultats d’inhibition car un rapport des activités avec le fragment présent a une concentration
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de 200 uM et sans le fragment a été calculé pour chaque fragment. Ainsi, un taux d’inhibition
a pu étre déterminé en utilisant 1I’équation suivante :

. e, Activité de ' enzyme+fragment
Taux d'inhibition = 100 — c L enzyme+/rag * 100 (56)
Activité de lrenzyme

60 1aanm

50 50% d’inhibition
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Figure 110 : Taux d'inhibition des fragments a 200 uM sur I’enzyme Ba-1spD.

Sur les 23 fragments testés, neuf montrent un taux d’inhibition au-dessus de 50% pour une

concentration de 200 uM (Figure 110). La structure de ces fragments est donnée dans la Figure
111.
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Figure 111 : Structures des neuf fragments montrant un taux d’inhibition supérieur a 50 % a 200 uM.
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3.3.7.2  Test de l’activité de la pyrophosphatase en présence des fragments

Lors des tests cinétiques, deux enzymes sont mis en jeu : Ba-IspD et la pyrophosphatase.
Afin de vérifier que les fragments inhibent sélectivement 1’enzyme Ba-IspD, des tests
d’inhibition des fragments avec la pyrophosphatase seule ont été effectués. Seuls les fragments
qui présentent un taux d’inhibition positif dans les tests enzymatiques de Ba-IspD ont été testés.
Les conditions de réaction ont été mis en place afin d’avoir un taux de conversion des PPi en
Pi inférieur a 15% et ainsi étre dans les conditions de vitesse initiale.
D’aprés la Figure 112, le taux de conversion du PPi en Pi est similaire avec (rouge) ou sans
(bleu) fragments. Ainsi, aucun des fragments montrant une inhibition dans le test de I’enzyme
Ba-IspD est un inhibiteur de la pyrophosphatase. Les fragments identifiés dans la Figure 111
inhibent bien Ba-IspD.
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Figure 112 : Taux de conversion du PPi en Pi par la pyrophosphatase avec (orange) et sans (bleu)
fragment (n=1). Conditions : PPi (0,2 mM), MgCl, (1 mM) et la pyrophosphatase inorganique
(29,925 mU/ml) fragment (200 uM) dans du Tris HCI (50 mM, pH 8,0, 400 pl).

3.3.7.3 Test d’activité en association lente

Les fragments qui ont des sensorgrammes avec une allure d’association lente en SPR
(Figure 113) et qui conduisent a une tres faible variation de I’activité de Ba-IspD ont été testés

en mode d’association lente (slow binding).
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Figure 113 : Sensorgrammes des fragments testés en slow binding.

Pour cela, le test enzymatique est réalisé en pré-incubant 1’enzyme Ba-IspD avec le fragment
pendant 10 min ce qui permet de favoriser sa fixation sur ’enzyme. La réaction catalytique

débute par I’ajout des deux substrats (CTP + MEP).
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Figure 114 : Activités de ’enzyme Ba-1spD en mode d’association lente avec (rouge) et sans (bleu)
fragment a 200 uM et le taux d’inhibition associé (vert). Conditions : Ba-1spD (0,004 pg),
pyrophosphate inorganique (133,5 mU/ml), CTP (210 uM), MEP (50 uM), MgCl, (ImM), DTT (1
mM), fragment (200 uM) dans du Tris HCI (50 mM, pH 8,0, 400 pl).

Comme précédemment, une activité a été déterminée avec et sans le fragment étudié. Dans la
Figure 114, le fragment B3A 11 conduit a une importante perte d’activité de I’enzyme Ba-IspD
avec un taux d’inhibition de 79 %, suivi par le fragment BIH10 qui montre un taux d’inhibition
de 33%. Dans les conditions classiques, B3A11l et B1H10 ont respectivement des taux
d’inhibition de 19 % et 6 %. Ainsi, ces deux fragments, et plus particulierement B3A11
semblent étre des inhibiteurs « slow binding ».
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Le fragment B3A11 avait éte €liminé du criblage par SPR car la valeur de son Kp était comprise
entre 107 et 102 M avec des résultats difficilement reproductibles. Cependant, ces résultats de
SPR peuvent étre liés a une association beaucoup trop lente qui ne permet pas d’atteindre
I’équilibre dans un temps trop court (60 s d’association) et induit ainsi des valeurs de Req
incohérentes. D’aprés les données de SPR, de docking (DS = -10.262) et de cinétique
enzymatique, B3A11 semble étre un ligand et un inhibiteur de I’enzyme Ba-IspD mais avec
une association lente. BIH10 n’a pas été retenu pour plusieurs raisons. Bien que son taux
d’inhibition soit de 33 %, proche des 50 % ayant servi a la sélection, son Kp déterminé par SPR

est de I’ordre de 2 mM et d’aprés le docking il semblerait se fixer dans plusieurs sites.
3.3.7.4 Détermination des I1Cso

En reprenant la Figure 110, les neuf fragments ayant des taux d’inhibition supérieurs a
50% (Figure 111) ont été testés a deux concentrations différentes, 50 uM et 200 UM, permettant
a la fois de confirmer I’inhibition du fragment et de déterminer la gamme de concentration a
utiliser pour déterminer 1’1Cso. Différents tests ont été réalises en faisant varier uniquement la
concentration du fragment. Pour déterminer 1’ICsp, la fraction d’inhibition a été tracée en
fonction de la concentration en fragment. Les courbes obtenues ont été ajustées en utilisant le

logiciel Kaleidagraph et 1’équation :

1

Fraction d'inhibition = (56)

1+<[Fragment]

pente
ICsp )

Ainsi, des courbes correctes ont été obtenues et la détermination de 1’ICso a été possible pour
trois fragments : B4H08 (Figure 115), B1D02 (Figure 116), B3D04 (Figure 117) dans une
gamme de concentrations comprises entre 0 et 300 uM. Ces fragments ont des Kp
respectivement de 104 uM, 3 mM et 832 M.
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B4HO08
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Figure 115 : Détermination de I’ICx et structure chimique du fragment B4HO08.
Parametres : m; = 1Cso, m; = pente, LE = -RT In(I1Cso)/HA.
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Figure 116 : Détermination de I’ICx et structure chimique du fragment B1D02.
Parametres : m; = I1Cso, m2 = pente, LE = -RT In(1Cso)/HA.
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B3D04
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Figure 117 : Détermination de I’ICx et structure chimique du fragment B3D04.
Parametres : m; = 1Cso, m; = pente, LE = -RT In(I1Cso)/HA.

La détermination des ICso pour les 6 autres fragments B3E03, B6G02, B4B01, B6D12, B4D12,
B1B10 n’a pas été possible. En effet, I’inhibition n’était pas dépendante de la concentration et

les résultats n’étaient pas reproductibles.

Apres ces premieres expériences, le lot d’enzyme €tait €puisé ainsi que le stock de CTP utilisé
et certains fragments. Pour reproduire certaines de ces expériences, une nouvelle production et
purification de I’enzyme Ba-IspD ont été réalisées. L activité obtenue était de 60 pmol/min/mg

Un nouveau lot de CTP a aussi été acheté.

Les fragments disponibles et qui montrent une inhibition supérieure a 40 % (Figure 110) ont
été retestés a 200 uM et aussi a 1 mM pour favoriser I’interaction des fragments qui ont un Kp
important. Cependant, les tests réalisés avec ces nouveaux lots, enzymes et substrats, ne nous
ont pas permis de reproduire exactement les résultats obtenus auparavant avec 200 uM de
fragments. Les taux d’inhibition obtenus sont plus faibles (Figure 118). Les taux d’inhibition
du fragment B3E03 a 200 et 1000 uM n’ont pas pu étre déterminés car le stock de fragment
¢était épuis€. De plus, ’expérience a 200 uM du fragment B4HO8 a été ratée et le taux

d’inhibition n’a pas pu étre déterminé.
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Figure 118 : Taux d'inhibition des fragments a 200 uM (vert) et 1000 uM (orange) sur Ba-IspD
(n=1).

La différence des taux d’inhibitions a 200 uM entre ces résultats (Figure 118) et les résultats
précédents (Figure 110) peuvent s’expliquer par le changement de lot d’enzyme et des lots de
CTP et MEP. En effet, la concentration stock de ces deux substrats peut étre supérieure a la
valeur estimée et donc une concentration supérieure en inhibiteur est nécessaire pour inhiber
I’enzyme. Malgré cette différence de résultats, les valeurs a 1000 uM permettent de confirmer
que ces 8 fragments : B1D02, B6G02, B4B01, B6D12, B1B10, B4H08, B3D04 et BSEO7 sont
des inhibiteurs de I’enzyme Ba-IspD (Tableau 28). Le fragment B4B12 qui avait une inhibition
supérieure a 50 % dans les premiéres expériences (Figure 110) n’a pas pu étre retesté en
inhibition car le stock du fournisseur Edelris était épuisé. Cependant, étant donné son fort
potentiel d’inhibition lors de la premiére expérience, il sera nécessaire de confirmer ce résultat

dans le futur.

B1D02 B6G02 B4B01 B6D12
oH 0 H |
HN OH /omﬂ HO N

B1B10 B4H08 B3D04 B5EO7

H

N e | Sy | O

H

Tableau 28 : Structures des huit fragments dont I’inhibition a été confirmée.

Afin d’augmenter la sensibilité du test et donc de libérer plus de phosphate en utilisant le 2™

stock d’enzyme, la quantité d’enzyme Ba-IspD a ét¢ multipliée par deux pour déterminer les
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ICso de B4HOS et un nouveau stock de B1DO02 a été acheté. Pour ces fragments, des gammes
de concentrations comprises entre 0 et 400 pM pour B1D02 et 0 et 500 uM pour B4H08 ont
¢été utilisées. Les résultats ont été¢ concluants uniquement pour B1D02 avec la détermination

d’une ICso de 158 uM (Figure 119).

' ////
> : OH
- / Br
/ OH
- . ICso =158 uM
’ LE = 0,58

Figure 119 : Détermination de I’ICx et structure chimique du fragment B1D02.
Parameétres : m; = ICso, m; = pente, LE = (-RT In(ICso))/HA.

La différence de résultat entre les expériences réalisées avec le lot 1 (ICso= 58 uM) et le lot 2
(ICso =158 uM) n’est pas surprenante. En effet, I’ IC50 n’est pas une valeur constante et dépend
des conditions de I’expérience. Ici, la quantité d’enzyme a été doublée et le stock CTP n’est pas

le méme que pour la premiere expérience.
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3.4 Conclusion

Apres avoir sélectionné une vingtaine de fragment par SPR, des expériences de RMN-
STD ont permis de confirmer I’interaction entre Ba-IspD et certains de ces fragments : B1B02,
B1B10, B1D02, B3E01, B3HO05, B4D12, BSE07, BSE12, B6D12. D’apres les sensorgrammes
obtenus en SPR, ces fragments ont des vitesses d’association et de dissociation rapides. La
confirmation de I’interaction par RMN STD pour les autres fragments n’a pas été possible. Cela
est di soit a I’absence d’interaction, soit aux phases d’association et de dissociation des
fragments qui sont trop lentes, soit que ’interaction a lieu au niveau de protons échangeables

et cela empéche 1’acquisition correcte des signaux STD.

En parallele, la collaboration avec le Dr. Franck Borel de I’Institut de Biologie
Structurale de Grenoble, a permis de résoudre la structure cristallographique de 1’enzyme Ba-
IspD avec et sans le CTP. Des co-cristallisations avec les fragments sélectionnées par SPR
n’ayant pu aboutir, des expériences de Docking ont mis en évidence trois sites de fixation sur
Ba-IspD. De plus, les fragments B4H08, B3D04, B6G02, B3A11, BSE12, BIH10 montrent des

DS importants sur les différents sites identifiés.

Enfin, ’inhibition de 8 fragments B4H08, B3D04, B6G02, B1D02, B4B01, B6D12,
B1B10 et BSEO7 sur I’enzyme Ba-IspD a ét¢ démontrée a deux concentrations (200 uM et 1000
uM). Une premiere expérience de mesure de 1’ICso a été réalisée pour les fragments B4HOS,
B1D02 et B3D04 conduisant a des résultats encourageants de 59 uM, 58 uM et 130uM et des
valeurs de LE respectives de 0,41, 0,64 et 0,26 kcal.mol.HA™!. Pour les fragments B4H0S et
B3D04, des valeurs de LE de 0,39 et 0,21 kcal.mol'X.HA™ avaient été précédemment calculée
a partir des Kp et sont en adéquation avec les résultats obtenus en remplagant les Kp par les
ICso. Pour le fragment B1D02 montrant un Kp approximatif de 3,08 mM, une valeur de LE de
0,38 kcal.mol'.HA™ a été calculée a partir de ce Kp. Cette valeur est beaucoup plus faible que

la valeur de 0,64 kcal.molX.HA déterminée a partir de la valeur de I’ICso.

Par la suite, des tests d’inhibitions avec deux fois plus de quantité d’enzymes ont été effectués
afin d’améliorer la limite de détection et de pouvoir déterminer une ICso de fagon plus
reproductible. Par cette méthode, une ICso de 158 uM a été mesurée de fagon reproductible (n
= 3) pour le fragment B1D02 avec un LE de 0,58 kcal.mol’X.HA™ qui est proche de la valeur
précédemment déterminée en utilisant 1’ICso de la premiere expérience (ICso = 58 pM). Cette

valeur de LE élevée peut étre un avantage pour son optimisation vers un candidat médicament.
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En effet, I’inhibition de ce fragment est déja importante pour un fragment avec si peu d’atomes
lourds. L’ajout de nombreux atomes lourds pour tenter d’améliorer son affinité va probablement
diminuer son LE vers une valeur minimale de 0,3 kcal.mol'>.HA™ qui est idéale pour un

composé avec de bonnes propriétés ADME,

Les fragments B4B12 (stock épuisé) et B3A11l (slow binding) ont montré des inhibitions
intéressantes mais ils n’ont pas été sélectionnés. Des études supplémentaires d’inhibition
pourront étre réalisées afin de déterminer leur potentiel d’inhibition et de confirmer leur intérét

pour le développement vers un candidat médicament.

En se basant sur ces différents résultats (SPR, RMN, Docking et cinétique), les
fragments B1D02, B3D04, B6D12, B6G02 ont été sélectionnés. Ces fragments clés servent de
modele de départ pour concevoir des molécules plus grandes afin d’augmenter leur pouvoir

d’inhibition. Ce travail est décrit dans le chapitre suivant.
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3.5 Partie expérimentale
3.5.1 Spectroscopie RMN STD
3.5.1.1 Enregistrement des spectres

Les spectres ont été enregistrés a 25°C avec un spectrometre Brucker 500 MHz. Le
programme STD utilisé est le stddiffesgp.3 fourni par Bruker (Figure 120).

stddiffesgp.3
%lggnnve saturaton
time
d20
2 channel
pl3
&

15 90° —x -

X X
Y@ f f\
f1 channel ’_‘ ’—‘CW 5/ \@dd ‘I | K3
pl7 P29 pl2
pllo pl29 spl
G

g (\ A fa o

Gl G2 G2G3 G3

Figure 120 : Séquence de ’analyse RMN STD stddiffesgp fourni par Bruker 2%,

La saturation sélective de I’enzyme Ba-IspD est réalisée par une succession d’impulsions de
forme Gaussienne de 40 ms, pour un temps de saturation de 2 sec.

Le programme d’impulsion pour supprimer le signal de 1’eau est « excitation sculpting ».

Les fréquences sélectives de I’enzyme ont été choisies entre 377-415 Hz et 3400-3435 Hz avec
256 a 4736 scans accumulés pour chaque expérience de STD (dépend de I’intensité du signal
de chaque analyte) (Tableau 29). Pour une expérience de 256 scans, 52 minutes sont
nécessaires.

L’irradiation du spectre Off résonance est effectué a -1500 Hz (-3 ppm). Les spectres de
saturation On et Off résonance sont collectés successivement a chaque scans.

Un délai de 3s entre chaque FID permet de s’assurer d’une relaxation totale de 1’analyte.

La diminution du signal (spectre RMN-STD), résultant du transfert de saturation de 1I’enzyme
a ’analyte, est évaluée par la soustraction entre le spectre Off-résonance et le spectre On-

résonance avec le logiciel MestReNova.
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Saturation de la  Saturation de la

. . eos
Analytes protéine : On protéine : Off Nombre de scans LG SE e TR

(H2) (H2) (i)

CTP 402 11500 1600 320
oo & e 5B
B1B10 3430896 11500 256 gg
B1B04 400 11500 512 102
B1B02 410 11500 512 102
B1D02 410 11500 512 102
B5E06 3435 11500 o e
B6D12 415 1500 512 102
B5EQ7 383 11500 512 102
B3H05 377 11500 o o
B4D12 411 11500 pee o
B5E12 383 1500 o e
B3D04 386 11500 4096 818
B3E01 382 11500 3968 794
B4H08 390 11500 4501926 é‘ig
B4B12 390 1500 o e
B1H10 390 11500 4501926 é‘ig
B5G02 350 1500 e e
B3E03 409 11500 4501926 égg

Tableau 29 : Récapitulatif des paramétres d’analyses.
3.5.1.2 Préparation des échantillons

L’enzyme IspD de Bacillus anthracis (Ba-IspD) a été produite et purifiée au laboratoire (cf.
Chapitre I1). Le CTP (CAS : 36051-68-0) a été achetée chez Jena Bioscience. Le Glucose
(CAS :50-99-7), le D20 99,8 % (CAS : 7789-20-0) et le DMSO-d6 99,8 % en ampoule de 0,75
ml (CAS : 2206-27-1) proviennent de Sigma.
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Préparation du tampon phosphate DO :

Une solution tampon phosphate (50 mM NaxHPO4, 150 mM NacCl, 2,5 mM MgCl», pH 7,4)
dans le D20 a été préparée selon la publication de Krezel et Bal?®® qui décrit les conditions

pour avoir un pH a 7,4 dans du D20.
Préparation de I’enzyme Ba-1spD dans le tampon phosphate D20 :

L’enzyme Ba-IspD est stockée dans un tampon Tris HCI 50mM a pH 8,0. Un lot d’enzyme &
12 mg/ml (V=1 ml) stocké a -80°C a été utilisé. Le tampon a été changé a ’aide d’une
membrane de filtration ayant un seuil de coupure de 10 kDa (Amicon Ultra 10K, Merck). Six
centrifugations ont été réalisées successivement (10 000 g pour 10 min) permettant d’enlever

300 pl de tampon et de le remplacer par 300 pl de D2O a chaque cycle.
Préparation de I’échantillon pour la RMN STD :

e Testavec le CTP : Le test a été réalise dans un tube RMN de 5 mm pour un volume total
de 600 pl dans le tampon phosphate D20 précédemment préparé (50 mM NaxHPO4, 150
mM NacCl, 2,5 mM MgCly, pH 7,4). Le tube contient du DMSO-d6 (2,5 %), du CTP (250
KUM) et du glucose (250 uM). L’enzyme Ba-1spD (12,5 uM) a été ajoutée apres 1’acquisition

d’un premier spectre *H.

e Test avec les fragments : Le test a été realisé dans un tube RMN de 5 mm pour un volume
total de 600 pl dans le tampon phosphate D>O précédemment préparer (50 mM NazHPOs,
150 mM NaCl, 2,5 mM MgCl,, pH 7,4). Le tube contient du DMSO-d6 (2,5 %), le
fragment (250 pM) et du glucose (250 uM). L’enzyme Ba-IspD (12,5 puM) a été ajoutée

aprés I’acquisition d’un premier spectre H.
3.5.2 Expériences de docking.

Le docking in silico a été réalisé par le Dr. Franck Borel (IBS Grenoble) en utilisant la suite de
Schrodinger (Schrodinger LLC, New York, NY, USA). La structure RX de I'apoenzyme Ba-
IspD a 2,35 A de résolution a été utilisée pour ces expériences. La structure de la protéine a été
préparée a 1’aide du « Protein preparation wizard tool ». Les structures 3D des ligands et les
différents tautomeres ont été produits avec LigPrep. Le site de liaison du CTP a été utilisé pour
générer les grilles de docking, avec trois zones de docking différentes de 10 A x 10 A x 10 A,
25 Ax 25 A x 25 A et 35 Ax 35 A x 35 A centrées sur le site du substrat CTP. Aucune contrainte
comme les liaisons hydrogenes ou la position des atomes n’a été appliquée pour guider le

docking. Tous les composés ont été dockes en utilisant Glide en mode extra précision (XP).
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3.5.3 Cinétique

L’enzyme Ba-1IspD est stockée dans un tampon Tris HCI 50 mM a pH 8,0. Des lots d’enzymes
a 6 mg/ml et 1,48 mg/ml, stockée a -80°C, ont été utilises. Le MEP a été synthétisé au
laboratoire par le Dr. Philippe Chaignon?3"2%®, Le CTP (CAS : 36051-68-0) a été acheté chez
Jena Bioscience ou chez Sigma. Le DTT (CAS : 3483-12-3), la pyrophosphatase de levure
(CAS : 9024-82-2 ; 11643-100UN), le standard phosphate (CAS : 7558-79-4), le vert de
Malachite (CAS : 123333-61-9), le molybdate d’ammonium (CAS : 12054-85-2) et le DMSO
sec < 0,02% d’eau (CAS : 67-68-5) proviennent de Sigma.

3.5.3.1 Préparation du réactif colorant.

Une solution de vert de malachite est préparée en ajoutant de I’acide sulfurique concentré (60
ml) a de I’eau (300 ml) suivi de I’addition d’une poudre de vert de malachite (440 mg).

Du molybdate d’ammonium (67,5 mg) solubilisé dans de I’eau milliQ® (1 ml) est ajouté a la
solution de vert de malachite (4 ml). Une solution de Tween 20 a 11 % (50 pl) est ajoutée au

mélange.

3.5.3.2  Réalisation de la droite d’étalonnage du phosphate.

A partir d’une solution standard commerciale de phosphate (7,04 mM), une solution stock de
phosphate a 40 uM a été préparée. A partir de cette derniére, des solutions a 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16 UM ont été préparées dans un volume total de 400 ul de tampon Tris HCI (50 mM, pH 8,0 ;

5 mM de MgCly). La préparation des solutions diluées est décrite dans le Tableau 30.

Concentration Pi (uM) 0 4 % ) 10 12 14 18
Volume solution mere (ul) 0 40 60 80 | 100 | 120 | 140 | 180
VVolume de tampon (ul) 400 | 360 | 340 | 320 | 300 | 280 | 260 | 220

Tableau 30 : Préparation des solutions de phosphate pour la courbe d’étalonnage.

3.5.3.3 Test d’activité de la pyrophosphatase

Une solution A contenantdu MgCl> (1 mM), du pyrophosphate (50 pM) et de la
pyrophosphatase inorganique (133,5 mU/ml) a été préparée dans un volume final de 1500 pl de
tampon Tris HCI (50 mM, pH 8,0).

La solution est incubée a 30°C puis 40 ul de réaction sont prelevés au bout de 2 min, 5 min et
10 min d’incubation. Ces 40 pl sont ajoutés a 360 ul de tampon Tris HCI (50 mM, pH 8,0)

auxquels sont ajoutés 100 ul de réactif colorant. Apreés 10 min d’incubation a 30°C, la densité
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optique (DO) a 630 nm est lue sur un spectrophotométre UV-visible Genesys 150
(Thermoscientific). La concentration en phosphate est déterminée a partir de la courbe

d’étalonnage.

3.5.3.4  Les tests cinétiques classiques
> Procédure générale :

Les réactions sont réalisees dans un tampon Tris HCI (50mM, MgCl, 5mM, pH 8,0, volume
total de 400 pl). La solution contenant tous les composes sauf I’enzyme Ba-1spD est pré-incubée
a 30°C pendant 2 min avant 1’ajout de cette enzyme. La réaction est incubée a 30°C pendant 8
min avant I’ajout de 100 pl de réactif coloré. Aprés une incubation de 10 min, la DOs3o est lue.
Un contrOle est préparé en parallele avec tous les constituants sauf I’enzyme Ba-1IspD et sert de
blanc de réaction. La DOs3 mesurée du blanc est soustraite aux DOe3zo du test cinétique. La

concentration en phosphate est déterminée a partir de la courbe d’étalonnage.
» Détermination de I’activité de Ba-IspD et I’influence du DMSO :

Afin de déterminer I’influence du DMSO sur I’activité de Ba-IspD, deux réactions sont réalisées
en présence de 0 % et 1 % en DMSO. Chaque réaction contient : CTP (0,2 mM), MEP (0,05
mM), DTT (1 mM), pyrophosphatase inorganique (133,5 mU/ml). Ba-IspD (20 pl - 0,004 pg)

a été ajoutée pour initier la réaction.
» Tests d’inhibition des fragments sur Ba-IspD :

Afin de déterminer I’inhibition des fragments, deux réactions ont été réalisées avec des
concentrations de 200 uM et 1000 uM en fragment. Chaque réaction contient : CTP (0,21 mM),
MEP (0,05 mM), DTT (1 mM), pyrophosphatase inorganique (133,5 mU/ml). Ba-1spD (20 pl
— 0,004 pg ou 0,008 ug) a été ajoutée pour initier la réaction.

> Détermination de 1I’ICsp :

Afin de déterminer la valeur de 1I’ICso de chaque fragment, I’expérience est réalisée comme
précédemment, avec différentes concentrations de fragment comprises entre 10 uM et 1000 uM

pour couvrir la gamme dans laquelle se trouve 1’ICsp.
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3.5.3.5 Test de l’inhibition des fragments sur la pyrophosphatase
> Procédure générale :

Les réactions sont réalisées dans un tampon Tris HCI (50 mM, pH 8,0) dans un volume total de
400 pl. La réaction est incubée a 30°C pendant 8 min avant 1’ajout de 100 pl de réactif colore.
Une incubation de 10 min est effectuée avant de lire la DOg30. Un contrdle est préparé en
paralléle avec tous les constituants sauf la pyrophosphatase et sert de blanc de réaction. La
valeur de la DOs30 mesurée du blanc est soustraite aux valeurs des DOg3o de chaque test. La

concentration en phosphate est déterminée a partir de la courbe d’étalonnage.
» Tests d’inhibition des fragments sur la pyrophosphatase :

Afin de déterminer si les fragments inhibent la pyrophosphatase, deux réactions sont effectuées
avec 0 uM de fragment et a 200 uM en fragment en présence de 1 % en DMSO. Chaque réaction
contient : PPi (0,2 mM), MgCl> (1 mM) et la pyrophosphatase inorganique (31,9 pl - 19,925

mU/ml) a été ajoutée pour initier la réaction.
3.5.3.6 Les tests d’activité en association lente (Slow binding)

Les réactions sont réalisées dans un tampon Tris HCI (50mM, MgCl, 5mM, pH 8,0, volume
total de 400 pl). La réaction contenant du DTT (1 mM), de la pyrophosphatase inorganique
(133,5 mU/ml) et Ba-IspD (20 ul - 0,004 pg) est pré-incubée 10 min en présence du fragment
(200 pM) a tester, avant 1’ajout de I’initiateur composé d’une solution de CTP (0,21 mM) et de
MEP (0,05 mM). La réaction est incubée a 30°C pendant 8 min avant 1’ajout de 100 pl de réactif
coloré. Une incubation de 10 min est effectuée avant de lire la DOs30. Un contrdle est réalisé
avec tous les constituants excepté Ba-IspD et sert de blanc de réaction. La DOs30 mesurée du
blanc est soustraite aux DOe3o du test cinétique. La concentration en phosphate est déterminée

a partir de la courbe d’étalonnage.
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4. Developpement de nouvelles molécules a partir de fragments clés

L’approche par fragment débute par le criblage d’une librairie de fragments sur une cible
donnée et se termine par 1’évolution des fragments sélectionnés afin d’augmenter leurs affinités
pour la cible. Cette derniére étape consiste a faire évoluer par synthese des fragments clés, a les

agrandir afin d’augmenter le nombre d’interaction et ainsi améliorer leur affinité avec I’enzyme.

Une approche d’évolution de fragment a été mise en place en ajoutant des groupements
hydrophobes aux quatre fragments sélectionnés dans les chapitres précédents. Cette stratégie
de synthese permet de déterminer s’il existe des sites hydrophobes autour du site de liaison du

fragment sélectionné a I’enzyme Ba-IspD et d’utiliser cette propriété pour augmenter I’affinité.

4.1 Pourquoi choisir ces fragments clés ?

Le meilleur fragment B4H08 montrant un Kp de 104 UM, une inhibition de 1I’enzyme
(ICs0 =58 uM, n = 1) et un bon résultat de docking de -9,9 dans le site F, n’a pas été sélectionné
au regard de la complexité de sa synthése et de I’avancée de ma these. En effet, une voie de
synthese de la molécule 1,2,3,5,6,7-Hexahydro-4H-1,5-benzodiazonin-4-one correspondant au
fragment B4HO08 a été décrite par Klapars et al?®® (Schéma 11). Cette synthése implique une
réaction de couplage C-N par une catalyse au cuivre suivie d’une étape d’expansion de cycle
passant par une réaction de transamidation intramoléculaire a partir du 2-(2-

bromophényl)éthanamine et du 2-azétidinone (p-lactame).

(o] H ’R4
R < N
R,
Br N
R; H R, Rz
B-lactame 2-(2-bromophényl)amine B4HO08
R, = H, CHy(Me), (R4;R2,R3,R4 =H)
R,=H R;=H, Bn
R; =H, Ph

Schéma 11 : Synthése du fragment B4HO08 décrit par Klapars et al*®.

Afin d’optimiser le fragment, des dérivés doivent étre rapidement accessible mais cette méthode
de synthése nous contraint a repartir des réactifs B-lactame et 2-(2-bromophényl)amine. Or, la
synthése de ce B-lactame nécessite deux réactifs, une N-silylimine??® (Base de Schiff) et un
silane qui sont relativement long et couteux a produire?*! et dont les substituants possibles (R1,
R et R3) décrits dans la littérature sont limités (Schéma 12).
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R, OSiMe;
R, OMe +
Silane

H

R3

N-Silylimine

(o]
ISiMe3 R1
=N HN
—_— R2
R;

p-lactame

R; = H, Me, PhO
R, = H, Me, Et, MePh, i-Pr
R; = Akyle, aryle

Schéma 12 : Synthése du composé g-lactame décrit par Colvin et al**,

Ainsi, d’autres fragments plus accessibles, B3D04, B6D12, B1D02 et B6G02 (Tableau 31) ont
été sélectionnés en examinant les différents résultats obtenus par SPR, STD, docking et

cinétique enzymatique. Ces différents résultats ont été résumes dans le Tableau 31. De plus, la

sélection des fragments a tenu compte des groupements fonctionnels présents sur le fragment

afin de les optimiser facilement.

Analyses . "
> SPR STD Docking Cinétique
Composes
CTP e
L Ko =10°M g = =6
o o o N~ O
HO-P-0-P-0-P-0 o / DSy = —-10 /
%o Og Oew BE;=1,71 mM! DSerp = —11
OH OH
B3D04 _
oH Kp=10*M X D_SF: —11
Q \H DSy = —8 ICso = 130 UM (Exp. 1)
a BE; = 0,82 mM™* e
Wl AW 2= 0.82m DScrp = ~7
B6D12 % Inhibition :
Ko=10°M / DSp = =7
H N
Ho N DSy = —5 73 % & 200 M (Exp. 1)
\S = -1
B1D02
on Kp=10%M DSp = —6 ICs0 = 58 UM (Exp. 1)
7 v | o5
Br —_ -1 —
o BE; = 0,36 mM DSerp = —5 ICso = 158 UM (Exp. 2)
B6G02 _ % Inhibition :
o Ko ~ 102 M - DSp= =7
A on Analyss | DSv= =7 | 86%a200uM (Exp. 1)
o) BE; ~ 0,24 mM*! DScrp = —11

88 % & 1000 uM (Exp. 2)

Tableau 31 : Résumé des résultats obtenus sur Ba-IspD pour le CTP et les quatre fragments,
B3D04, B6D12, B1D02, B6G02 par : SPR, STD, docking et cinétique. Le Docking a été effectué en
Induced fit pour les fragments et en XP (enzyme fixe) pour le CTP, les données ne sont pas
comparables entre-elles car différents logiciels ont été utilisés. Exp.1 : lot d’enzyme 1, Exp.2 : lot
d’enzyme 2.

169




Chapitre 4 : Optimisation des fragments clés

Les résultats du fragment B3D04 ont montré une affinité de ’ordre de 10 M en SPR et une
ICso de 130 UM (un seul réplica). De plus, les résultats du docking indiquent différentes
orientations possibles de ce fragment et de ses isomeres dans les trois sites de liaison. Malgré
I’absence de signal STD due a une association et une dissociation lente, ce fragment a été
sélectionné comme fragment de départ pour I’évolution de fragment. La fonction alcool et

I’azote permettent plusieurs possibilités d’évolution de ce fragment.

Le fragment B6D12 a un Kp de 10 M et présente des pourcentages d’inhibition supérieurs a
70 % a des concentrations de 200 uM et 1000 uM (1 seul réplica). Une confirmation de
I’interaction entre Ba-IspD et ce fragment a été possible par STD et le docking a révélé un DS
de -7 sur les deux sites F et CTP. La fonction acide carboxylique peut permettre d’obtenir

différents dérivés.

Le fragment B1DO02 est le seul fragment pour lequel une ICsp a pu étre déterminée en triplicata
avec une valeur de 158 puM. De plus, les résultats de SPR démontrent une affinité de I’ordre du
millimolaire avec une efficacité de liaison (BE) de 0,36 mM™.Da et I’interaction avec Ba-
IspD a été confirmée par STD. C’est une molécule avec deux fonctions phénols qui peuvent

étre facilement fonctionnalisées par estérification.

Pour le fragment B6G02, un DS de -11 pour le site CTP a été obtenu. De plus, des premieres
expériences ont démontré une potentielle inhibition de la réaction enzymatique catalysée par
Ba-IspD avec des pourcentages d’inhibition supérieurs a 80 % a des concentrations de 200 uM

et 1000 uM. L’atome d’azote permet plusieurs possibilités d’évolution de ce fragment.

4.2 Stratégie d’évolution des fragments clés
4.2.1 Precurseurs pour optimiser les fragments clés par synthése

Dans le but de synthétiser un maximum de molécules en peu de temps et a moindre co(t,

des molécules de départs similaires aux fragments ont été achetées (Figure 121).

La stratégie d’optimisation des fragments que nous avons retenue est basee sur la formation
d’une liaison amide entre les précurseurs qui possedent une fonction amine et des molécules
commerciales portant une fonction acide carboxylique. Les synthons (1) et (4) des fragments
B6G02 et B1D02 ont été achetés mais pour les fragments B3D04 et B6D12 des étapes de

syntheses ont été nécessaires pour acceder aux synthons (5) et (6) (Figure 121).
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OH

0 OH
HNA.S*OH NH /O/\H)_gm /©/

Fragments : O g A0 v F 7% Br

. NH
H 2
Precurs,eurs N OH
achetés : /@/)—§ Br
F o

NH,
0\
1 2 3 4
H NH
Synthons NH, OH N NH, /©/ 2
pour la synthese : O mNHZ E /©r\/)_/ Br {
1 5 6 4

Figure 121 : Précurseurs pour [’évolution des fragments choisis.

4.2.1.1  Synthése des précurseurs non commerciaux

a) Analogue du fragment B3D04 :

OH OH OH
W O , X Pac 109 mol X
NBS (1,5 éq.) ~gr NaN, (5€q.) N H NH,

3 2
THF/H,0 mOH DMF/H,0 @()‘\OH THF @O.\OH
2 TA./2h Br 75-80 °C /20 h N, TA. /1h “NH,
7 8 5

Schéma 13 : Stratégie de synthese du précurseur pour la synthese des analogues du fragment
B3D04.

Cette stratégie de synthése a permis d’obtenir le composé (5) en trois étapes a partir de 1’alcéne
correspondant (2). En effet, le 1,4-dihydronaphtaléne (2) réagit avec le NBS pour former un
pont bromonium qui aprés addition d’eau conduit & deux isomeres de la molécule (7) avec une
stéréochimie anti®*2, Le brome est ensuite substitué via une substitution nucléophile d’ordre

deux afin d’obtenir I’azoture®*® correspondant (8) qui est ensuite réduit par hydrogénation en
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présence de palladium sur charbon pour conduire a ’amine (5). La succession de ces trois

réactions a permis d’obtenir le couple d’énantiomére (5) avec un rendement global de 41 %.

b) Analogue du fragment B6D12 :

1) DIC (2 éq.)

THF, T.A./2h
2) NH,OH (28-30 %, 10 ml)

THETA./2h A

H
N OH 4
F (¢} 3) LiAIH, (2,3 ¢q.) F

3 THF, T.A. /24 h 6

Schéma 14 : Stratégie de synthése du précurseur pour la synthese des analogues du fragment B6D12.

La synthese du précurseur amine (6) a été réalisée en un seul pot (one-pot) a partir de 1’acide
carboxylique correspondant (3)%*4. L’acide (3) s’est additionné au diisopropylcarbodiimide
(DIC) pour activer 1’acide. Puis, 1’addition d’une solution d’ammoniaque permet la formation
de la fonction amide. Le précipité est ensuite solubilisé dans du THF puis I’amide est réduit en

amine (6) par I’hydrure d’aluminium avec un rendement apres purification de 75 %.

4.2.1.2 Des acides carboxyliques choisis et leurs caractéristiques

La synthése des nouvelles molécules, issues des fragments sélectionnés, est réalisée a
I’aide de différents acides carboxyliques via la formation d’une liaison amide avec les

précurseurs amines précédemment décrits.

Le choix des acides carboxyliques a été orienté vers des composés hydrophobes aprés avoir
analyseé la surface des trois sites de fixation des fragments sur Ba-1spD avec le logiciel Chimera
(version 1.10.2). Un exemple est illustré en Figure 122 avec le fragment B3D04, qui présente
les meilleurs DS pour les trois sites (Tableau 31), en montrant sa position dans les trois sites de
fixation : CTP, Y203 et F108. Le caractere hydrophobe de la surface est représenté par la
couleur rouge et a été calculé a partir du logiciel Chimera et du programme « hydrophobicity
surface ». Pour chacun de ces trois sites, la présence de surface hydrophobe (rouge, Figure 122)
est observée aux alentours du fragment B3D04. Ainsi, I’ajout de groupements hydrophobes sur
ce fragment et les autres fragments pourrait améliorer leurs affinités. Le site CTP posséde
également des surfaces hydrophobes proches de la poche du CTP ainsi, I’ajout de chaines

hydrophobes suffisamment longues pourrait améliorer 1’affinité des fragments pour ce site.
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Site CTP Site Y203 Site F108

Figure 122 : Les différents sites de fixation du fragment B3D04 révélés par docking. La couleur va
du bleu pour la surface la plus hydrophile, a blanc, a orange-rouge pour les surfaces les plus
hydrophobes. Images réalisées avec le logiciel Chimera a partir du docking.

La disponibilité et le prix d’achat a également guidé le choix des différentes molécules
hydrophobes. Dans la Figure 123 sont illustrés les acides carboxyliques aliphatiques (composés
de 4 a 8 atomes de carbones) et aromatiques sélectionnés (Figure 123).

o) 0 o o)
A~ o Y\/U\OH )\/\/”\0... ~~~on
8 9 10 11
(0] lo) (0]
/©/\)LOH ©/\/\)J\OH ©/°\/\)LOH
E
12 13 14

Figure 123 : Représentation des sept acides carboxyliques mis en jeu lors des couplages.

Les molécules possédants un groupement aromatique (12) a (14) permettent également de
sonder des sites hydrophobes et peuvent potentiellement créer des interactions n-nt avec les
groupements aromatiques des acides aminés Tyrosine (YY), Phénylalanine (F) et Tryptophane
(W) de I’enzyme Ba-IspD. D’aprés les résultats du docking et les DS associés (cf. 3.2.2.2,
Tableau 25, p. 139) les fragments interagissent avec les résidus Y203 et F108 de I’enzyme Ba-
IspD. De plus, dans la Figure 122, des zones hydrophobes (surface rouge) sont présentes dans
les trois sites de fixation. Ainsi, 1’ajout d’un groupement hydrophobe pourrait augmenter
I’affinité de la nouvelle molécule pour sa cible au niveau des trois sites de liaison et de ce fait

augmenter son potentiel d’inhibition par rapport au fragment de départ.
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La molécule (12) a la particularité d’avoir un atome de Fluor présent sur le cycle aromatique.
L’ajout de cet atome peut modifier les propriétés physiques et biologiques (solubilité,

miscibilité, lipophilie) et augmenter la stabilité métabolique de la molécule®*®.

4.2.2 Meéthodologie de synthese

Les nouvelles molécules ont été synthétisees par couplage peptidique. Une liaison amide
permet de relier les fragments ou leurs analogues aux différents acides a chaines hydrophobes.
Deux types de couplage ont été utilisés, un pour les amines primaires (1), (5), (6) et un autre
pour le dérivé de I’aniline (4). En effet, la stratégie de couplage des amines (1), (5), (6) testée
sur le dérivé aniline (4) n’ayant pas fonctionné, une nouvelle stratégie de synthése a donc été
choisie?®. Par manque de temps, toutes les combinaisons amines/acides carboxyliques n’ont

pas pu étre testées.

4.2.2.1 Stratégie de couplage des amines (1), (5), (6)

Le couplage entre I’amine et I’acide carboxylique a été réalise avec le O-(Benzotriazol-
1-y1)-N,N, N’ N'-Tétraméthyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uronium hexafluorophosphate (HBTU)
en présence de la base N, N-diisopropyléthylamine (DIPEA) (Schéma 15).

1) DIPEA (1,5 éq.)
R4 o] 2) HBTU (1,2 éq.) Ry O
- AL N
DMF H
T.A./18h

R °NH, T Ry “OH

Schéma 15 : Synthése générale du couplage des amines (1), (5), (6) en présence de activateur
HBTU.

La base DIPEA permet d’obtenir la base conjuguée de I’acide carboxylique qui réagit sur
I’HBTU pour conduire a la formation de 1’ester activé 1 avec libération de la base conjuguée
de d’HOB. Cette derniere s’additionne sur le carbonyle de I’ester activé 1 pour former 1’ester
activé 2 plus stable que le précédent (Schéma 16). L’amine va s’additionner préférentiellement

sur cet ester et conduire a ’amide désiré.
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—N
Acide DIPEA HBTU N\ \ \
© \@
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H R,
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Schéma 16 : Mécanisme réactionnel du couplage entre I’amine et I’acide carboxylique en utilisant
Pactivateur HBTU et la base DIPEA.

4.2.2.2 Stratégie de couplage de ['amine (4)

Le couplage entre I’amine et I’acide carboxylique a été réalis¢é a I’aide du 1-
Hydroxybenzotriazole (HOBt) en présence du chlorhydrate carbodiimide 1-Ethyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC/HCI) (Schéma 17).

1) HOB (1,2 éq.)

NH, o 2) EDC/HCI (1,2 éq.) @\ ,(l)L
+ N
©/ R3)J\OH " Rs

DMF H
T.A./18h

Schéma 17 : Synthese générale du couplage des amines aromatiques (4) avec ’activateur HOBL.

Dans cette réaction, le carbodiimide (EDC) joue le role de base en déprotonant la fonction acide
carboxylique mais aussi un réle d’activateur qui permet d’obtenir I’intermediaire réactionnel
sur lequel HOBt va s’additionner pour former 1’ester activé. L’addition de 1’amine sur 1’ester

activé conduit a la formation de I’amide désiré (Schéma 18).
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Schéma 18 : Mécanisme réactionnel du couplage entre une amine et un acide carboxylique en
utilisant les activateurs EDC/HCI et HOBt.

4.3 Synthéses des nouvelles molécules dérivees des fragments clées

L’évolution des fragments B6G02, B1D02, B3D04 et B6D12 a été réalisée a partir
d’analogues contenant une fonction amine (Figure 121) et différentes molécules hydrophobes
contenant une fonction acide carboxylique (Figure 123). Les Figure 124 a 127 résument les
différents couplages effectués pour chaque analogue de fragment et les acides carboxyliques

choisis.

4.3.1 Analogues du fragment B6D12

Les couplages entre I’amine (6) et les acides carboxyliques (8, 10, 12, 13, 14) ont permis
de synthétiser cinq molécules avec des rendements supérieurs a 85 % dont trois avec un cycle

aromatique (15, 16, 17) et deux avec des chaines aliphatiques (18, 19) (Figure 124).

H
N o H
m HA~oo0 N
] N \© 14 F/©/\/)_H\N~<_/_<
15 \ 10 o]
H 7 19
13 F 8
N e 6 ~N
FJ@/\/)_H\NT(_/_@ llz F
o F
16
N
F%N

o}
17

2T

o

HN
18

'y

Figure 124 : Représentation des cing molécules synthétisées a partir de I’amine (6).
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4.3.2 Analogues du fragment B6G02

Les couplages a partir de I’amine (1) et les acides carboxyliques (9, 10, 11, 12, 13, 14)
ont permis de synthétiser six molécules avec des rendements supeérieurs a 87 % dont trois avec

un cycle aromatique (20, 21, 22) et trois avec des chaines aliphatiques (23, 24, 25) (Figure 125).
Q )ol\/\/
0.
i )\

VN
/N

22 H
23

QN)OI\/\/\/
25

Figure 125 : Représentation des six molécules synthétisées a partir de ’amine (1).
4.3.3 Analogues du fragment B3D04

Les couplages entre ’amine (5) et les acides carboxyliques (10, 11, 12, 14) ont permis
de synthétiser quatre molécules avec des rendements supérieurs a 82 %, dont deux avec un

cycle aromatique (26, 27) et deux avec des chaines aliphatiques (28, 29) (Figure 126).

12 (£) 11
»/ > \
OHo OHO
(%) 27 F

Figure 126 : Représentation des quatre molécules synthétisées a partir de I’amine (5).
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4.3.4 Analogues du fragment B1D02

Les couplages a partir de I’amine (4) et les acides carboxyliques (3, 12, 14) ont permis
de synthétiser trois molécules avec des rendements supérieurs a 77 %, dont deux avec un cycle
aromatiques (30, 32) et un avec un indole (31) ce dernier peut étre considérer comme une fusion
entre I’analogue du fragment B1D02 (4) et le fragment B6D12 (3) (Figure 127).

HN

\
O O g
HN Br
\ 32
NH,

Figure 127 : Représentation des trois molécules synthétisées a partir de I’amine (4).
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4.4 Conclusion

Les différents couplages peptidiques mis en ceuvre permettent d’obtenir les molécules
visées en 1 a 4 étapes avec de bons rendements. Ces nouvelles molécules avec des substituants
hydrophobes plus ou moins encombrés et des groupements aromatiques vont étre engagées dans
des tests enzymatiques afin de déterminer leurs pouvoirs inhibiteurs sur Ba-IspD. Des analyses
de docking pourront étre entreprises pour déterminer le meilleur site de liaison potentiel pour
chaque molécule sur Ba-IspD. Les résultats obtenus permettront d’orienter 1’évolution de ces
molécules, soit en gardant ces groupements hydrophobes soit en ajoutant des groupements plus
hydrophiles. D’autres types d’acides carboxyliques pourraient étre utilisés tels que des acides
plus hydrophiles avec des groupements amine, alcool ou thiol.

Il serait également intéressant de synthétiser des analogues du meilleur fragment B4H08 qui a
¢té écarté lors de I’évolution des fragments malgré son Kp de 104 pM. La synthése du fragment
B4H08 pourra étre réalisée comme décrit par Klapars et al?®. Des réactions de couplage entre
ce fragment, qui possedent une fonction amine et les différents acides carboxyliques pourraient
étre envisagées afin de faire évoluer ce fragment qui a montré les meilleurs résultats

préliminaires.
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4.5 Partie expérimentale

Les solvants et les réactifs ont été achetés chez Sigma-Aldrich et TCI et utilisés sans
purification prealable. Les réactions ont été suivies sur plaques de silice 60 F254 Merck (CCM)
et les produits ont été révélés avec une lumiére UV/visible a 254 nm et/ou avec une solution de
ninhydrine dans 1’éthanol. La silice de grade technique de 60 A avec une taille de particule de
40-63 UM a été utilisée (Sigma, CAS : 112926-00-8) pour purifier les produits. Les spectres
RMN 'H (500 Mhz) et 3C (126 MHz) ont été enregistrés sur un spectrométre Ascend™ 500
Bruker et analyses avec le logiciel MestReNova. Les déplacements chimiques ont été calibrés
en fonction des solvants, CDCls (*H : 7,26 ppm ; *C : 77,16 ppm) et MeOD (*H : 3,31 ppm ;
13C : 49,00 ppm). La multiplicité des signaux est décrite avec s (singulet), d (doublet), t (triplet),
g (quadruplet) et m (multiplet). Les constantes de couplages sont données en Hertz (Hz) et ont

été déterminées a 1’aide du logiciel NMRnotebook.

3-bromo-1,2,3,4-tétrahydronaphtalén-2-ol (7)

9 1 11
8 10 2 OH
7 :5:3:Br

6 4 12

7

Le 1,4-dihydronaphthaléne (2) (1 éq, 200 mg, 1,54 mmol) est mis en solution dans du THF (10
ml). Le NBS (1,5 éqg, 410 mg, 2,3 mmol) solubilisé dans H>O (5 ml) est ensuite ajouté & 0°C a
la solution précédente et le milieu réactionnel est agité pendant 2 h a température ambiante. Les
phases sont seéparées et la phase aqueuse est extraite avec du CH2Cl, (3 x 10 ml). Les phases
organiques sont combinées et séchées sur Na2SO4 puis concentrées sous pression réduite. Le
brut réactionnel est purifié sur chromatographie sur colonne de silice avec 1I’éluant ACOEt/EP
(10/90). Le produit (7) est obtenu sous la forme d’un solide blanc (318 mg, 91 %). Rr = 0,30
(10/90 ; ACOEt/EP). RMN *H (500 MHz, CDCls) : § =7.20 — 7.14 (m, 2H, H-7, H-8), 7.12 (m,
1H, H-6 ou H-9), 7.06 (m, 1H, H-6 ou H-9), 4.31 (td, J = 10.2, 5.6 Hz, 1H, H-3), 4.10 (td, J =
9.6, 5.8 Hz, 1H, H-2), 3.53 (dd, J = 16.7, 5.6 Hz, 1H, H-4), 3.39 (dd, J = 16.5, 10.7 Hz, 1H, H-
4", 3.34 (dd, J = 16.5, 5.7 Hz, 1H, H-1), 2.89 (dd, J = 16.6, 9.8 Hz, 1H, H-1'), 2.66 (d, J = 2.4
Hz, 1H, H-11). RMN 3C (126 MHz, CDCls) : § = 133.63 (C-5 ou C-10), 133.40 (C-5 ou C-
10), 129.12 (C-6 ou C-9), 127.92 (C-6 ou C-9), 126.78 (C-7 ou C-8), 126.53 (C-7 ou C-8),
71.60 (C-2), 56.94 (C-3), 39.19 (C-4), 36.31 (C-1).
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3-azido-1,2,3,4-tétrahydronaphthalen-2-ol (8)

C10H11N30
9 1 1
8 10_~_2_OH
14
QL e
! 53 N
12

8

Une solution de NaNs (5éq, 429 mg, 6,6 mmol) dans I’eau (3 ml) est ajoutée a une solution de
3-bromo-1,2,3,4-tétrahydronaphthalén-2-ol (7) (1 éq, 300 mg, 1,32 mmol) réactionnel dans du
DMF (15 ml). La solution est chauffee a 75-80°C pendant 20 h. Le milieu est lavé avec de I’eau
(200 ml) et extrait avec du CH2Cl> (3 x 20 ml). Les phases organiques sont séchées sur Na>SOa,
filtrées puis co-évaporées avec du toluene. Le produit (8) est purifié sur chromatographie sur
colonne de silice éluée avec ACOEt/EP (10/90). Le produit est obtenu sous la forme d’un solide
blanc (117 mg, 47 %). Rr = 0,63 (30/70 ; AcOEt/EP). RMN 'H (500 MHz, CDCls) : 6 =7.22-
7.05 (m, 4H, H-6, H-7, H-8, H-9), 3.92 (tdd, J = 9.3, 5.7, 3.2 Hz, 1H, H-2), 3.74 (td, J = 10.0,
5.7 Hz, 1H, H-3), 3.25 (dd, J = 8.5, 5.7 Hz, 1H, H-4), 3.22 (dd, J = 8.7, 5.8 Hz, 2H, H-1), 2.89
(t, J=11.4Hz, 1H, H-4"), 2.86 (t, J = 11.2 Hz, 1H, H-1"), 2.43 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-11). RMN
13C (126 MHz, CDCls) : 6 = 133.44 (C-5 ou C-10), 132.65 (C-5 ou C-10), 129.12 (C-6 ou C-
9), 128.71 (C-6 ou C-9), 126.81 (C-7 ou C-8), 126.63 (C-7 ou C-8), 70.62 (C-2), 63.82 (C-3),
36.59 (C-4), 33.78 (C-1).

3-amino-1,2,3,4-tétrahydronaphthalén-2-ol (5)

Le 3-azido-1,2,3,4-tétrahydronaphthalén-2-ol (8) (568 mg, 3,0 mmol) est solubilisé dans du
THF (30 ml) a température ambiante puis du Pd/C (10 % mol, 42 mg, 0,3 mmol) est ajouté et
le milieu réactionnel est placé sous atmosphere d’hydrogeéne. Aprés 1h, le milieu est filtré sur
celite puis la célite est lavee avec du méthanol. Le filtrat est concentré sous vide et le produit
(5) est obtenu sous la forme d’un solide avec un rendement de 97%. Rr = 0,27 (10/90;
MeOH/CH.Cl,). RMN *H (500 MHz, MeOD) : § = 7.13 — 7.02 (m, 4H, H-6, H-7, H-8, H-9),
3.66 (ddd, J = 10.0, 10.0, 5.5 Hz, 1H, H-2), 3.12 (t, J = 6.2 Hz, 1H, H-1), 3.09 (t, J = 6.2 Hz,
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1H, H-4), 2.96 (ddd, J = 10.6, 9.4, 5.6 Hz, 1H, H-3), 2.74 (dd, J = 16.0, 10.0 Hz, 1H, H-1'),
2.66 (dd, J = 16.4, 10.6 Hz, 1H, H-4'). RMN 3C (126 MHz, MeOD) : & = 135.47 (C-5 ou C-
10), 135.16 (C-5 ou C-10), 129.81 (C-6 ou C-9), 129.50 (C-6 ou C-9), 127.18 (C-7, C-8), 72.84
(C-2), 54.33 (C-3), 38.49 (C-1), 37.03 (C-4).

(5-fluoro-1H-indol-2-yl)méthanamine (6)

CoHgFN,

L’acide 5-fluoro-1H-indole-2-carboxylique (3, 1 éq, 1 g, 5,6 mmol) est solubilisé dans du THF
(31 ml) et du DIC (2 éq, 1,81 g, 11,1 mmol) est ajouté a la solution. Le milieu réactionnel est
agité a température ambiante pendant 2 h puis une solution de NH4sOH (28-30% dans 1’cau, 10
ml) est additionnée. Apres 2h, la réaction est arrétée par 1’ajout d’eau (10 ml) et la phase aqueuse
est extraite avec I’AcOEt (2 x 20 ml). Les phases organiques combinées sont lavées avec une
solution de saumure, séchées avec Na>SO4 et évaporees sous vide. Le brut réactionnel est
précipité dans un mélange CH.Clo/MeOH. Apres filtration, le solide est solubilisé dans du THF
(31 ml) puis du LiAlH4 (2,3 éq, 489 mg, 12,9 mmol) est doucement ajouté a 0°C. Le milieu
réactionnel est ramené a température ambiante et agité pendant 24 h. Le milieu est neutralisé
par I’ajout d’eau (20 ml). Le solide obtenu apreés filtration est purifié sur chromatographie sur
colonne de silice éluée avec un mélange de MeOH/CH.ClI> (5/95 puis 10/90). Le produit (6) est
obtenu sous la forme d’un solide orange (688 mg, 75 %). Rr = 0,20 (10/90 ; MeOH/CH2Cly).
RMN *H (500 MHz, MeOD-d.) : 6 = 7.24 (dd, J = 8.5, 4.6 Hz, 1H, H-7), 7.11 (dd, J = 9.8, 2.6
Hz, 1H, H-4), 6.80 (ddd, J = 9.8, 8.5, 2.6 Hz, 1H, H-6), 6.30 (d, J = 0.9 Hz, 1H, H-3), 3.91 (s,
2H, H-10). RMN 3C (126 MHz, MeOD-d4) : § = 159.07 (d, J = 231.5 Hz, C-5), 143.17 (C-2),
134.56 (C-8), 130.26 (d, J = 10.2 Hz, C-9), 112.34 (d, J = 9.8 Hz, C-7), 109.87 (d, J = 26.3 Hz,
C-6), 105.32 (d, J = 23.4 Hz, C-4), 99.94 (d, J = 4.5 Hz, C-3), 39.82 (C-10).

Procédure de syntheése 1 : Formation d’une liaison amide
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L’acide carboxylique (1 éq) est solubilisé dans du DMF (5 ml) et du DIPEA (1,5 éq) est ajoute.
La solution est ensuite agitée pendant 5 min & température ambiante. L’HBTU (1,3 éq) est alors
additionné au milieu réactionnel pendant 5 min a température ambiante. L’amine (1,2 éq)
solubilisée dans du DMF est ajoutée au milieu, la réaction est agitée pendant 18 h. De 1’H.O
(200 ml) est ajoutée puis le milieu réactionnel est extrait avec du CH2Cl (3 x 20 ml). Les phases
organiques combinées sont lavées avec une solution de saumure, séchées avec Na»SOs et co-
évaporees avec du toluéne (3 x 5 ml). Le solide obtenu est purifié sur chromatographie sur
colonne avec un éluant MeOH/CH,CI; (1/99).

Procédure de synthese 2 : Formation d’une liaison amide a partir d’un dérivé aniline

o D
Ry—4
HN

Br

L’acide carboxylique (1 éq) est solubilisé dans du DMF (5 ml) et le dérivé aniline (1 éq) est
ajouté a température ambiante et sous agitation. L’EDC/HCI (1.2 éq) et ’HOBt (1,2 éq) sont
additionnées successivement. Apres 24h, une solution saturée en NaHCO3 (200 ml) est ajoutée
au milieu réactionnel pour atteindre un pH > 10. La phase aqueuse est extraite avec de I’ AcOEt
(3 x 20 ml) et les phases organiques combinées sont lavées avec une solution de NaCl saturée
puis séchées avec NaxSOa. Aprés évaporation sous vide, le brut réactionnel est purifié sur

chromatographie sur colonne éluée avec un melange AcOEt/EP (10/90).

N-((5-fluoro-1H-indole-2-yl)méthyl)-4-phenoxybutanamide (15)

C19H19FN20,
1
7 H 14
8
23
13
2F 50 N 15 17 \©
1 20 22
21
15

L’acide 4-phénoxybutanoique (14, 107 mg, 0,59 mmol) a été couplé avec le (5-fluoro-1H-
indole-2-yl)méthanamine (6, 116 mg, 0,71 mmol) selon la procédure 1 pour obtenir 171 mg de
produit (15) sous la forme d’un solide jaune péle avec un rendement de 90 %. Rr = 0,38 (3/97 ;
MeOH/CH:Cl;). RMN *H (500 MHz, CDCls) : § = 9.06 (s, 1H, H-1), 7.29 — 7.20 (m, 2H, H-
21, H-23), 7.19— 7.17 (m, 1H, H-7), 7.17 — 7.15 (m, 1H, H-4), 6.93 (tt, J = 7.5 Hz, 1.0 Hz, 1H,
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H-22), 6.89 (ddd, J = 9.0, 8.9, 2.5 Hz, 1H, H-6), 6.79 (dd, J = 7.8 Hz, 1.0 Hz, 2H, H-20, H-24),
6.27 (t, J = 6.1 Hz, 1H, H-11), 6.24 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-3), 4.45 (d, J = 6.1 Hz, 2H, H-10),
3.96 (t, J = 5.7 Hz, 2H, H-17), 2.43 (t, = 7.3 Hz, 2H, H-15), 2.13 (tt, J = 7.3 Hz, 5.7 Hz, 2H,
H-16). RMN 3C (126 MHz, CDCls) : § = 174.35 (C-13), 158.70 (C-19), 157.97 (d, J = 233.8
Hz, C-5), 138.23 (C-2), 132.95 (C-8), 129.62 (C-21, C-23), 128.06 (d, J = 10.2 Hz, C-9), 121.02
(C-22), 114.48 (C-20, C-24), 111.80 (d, J = 9.7 Hz, C-7), 110.45 (d, J = 26.3 Hz, C-6), 105.18
(d, J = 23.4 Hz, C-4), 100.88 (d, J = 4.5 Hz, C-3), 66.70 (C-17), 37.50 (C-10), 33.04 (C-15),
25.21 (C-16).

N-((5-fluoro-1H-indol-2-yl)méthyl)-5-phénylpentanamide (16)

C,oH24FN,O
1

7 . H 14

23
12F 5 4 9 3 H s 15 17
" 20 22
21
16

L’acide 5-phénylpentanoique (13, 105 mg, 0,59 mmol) a été couplé avec le (5-fluoro-1H-
indole-2-yl)méthanamine (6, 116 mg, 0,71 mmol) selon la procédure 1 pour obtenir 96 mg de
produit (16) sous la forme d’un solide marron avec un rendement de 92 %. Rr = 0,59 (5/95;
MeOH/CH:Cl;). RMN *H (500 MHz, CDCls) : 6 =9.04 (s, 1H, H-1), 7.24 (d, J = 7.4 Hz, 2H,
H-21, H-23), 7.23 — 7.21 (m, 1H, H-4), 7.19 — 7.14 (m, 2H, H-7, H-22), 7.12 (dd, J = 7.4, 1.6
Hz, 2H, H-20, H-24), 6.90 (ddd, J = 9.1, 9.0, 2.7 Hz, 1H, H-6), 6.26 (d, J = 2.7 Hz, 1H, H-3),
5.99 (t, J = 6.1 Hz, 1H, H-11), 4.44 (d, J = 6.1 Hz, 2H, H-10), 2.62 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-18),
2.24 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-15), 1.74 — 1.67 (m, 2H, H-16), 1.69 — 1.59 (m, 2H, H-17). RMN
13C (126 MHz, CDCl3) : 8 = 174.90 (C-13), 158.01 (d, J = 233.8 Hz, C-5), 142.09 (C-19),
138.50 (C-2), 132.96 (C-8), 128.49 (C-20, C-21, C-23, C-24), 128.00 (d, J = 10.3 Hz, C-9),
125.99 (C-22), 111.80 (d, J = 9.7 Hz, C-4), 110.51 (d, J = 26.3 Hz, C-6), 105.22 (d, J = 23.4
Hz, C-7), 100.77 (d, J = 4.6 Hz, C-3), 37.54 (C-10), 36.44 (C-15), 35.73 (C-18), 31.07 (C-17),
25.27 (C-16).
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N-((5-fluoro-1H-indol-2-yl)méthyl)-3-(4-fluorophényl)propanamide (17)

C1gH16F2N20
! 14
7 H
8
6 N 2 10 o 16 17 22
> - / 3 21
12 M 3 H 15 v 20
11 19 F23
17

L’acide 3-(4-fluorophényl)propanoique (12, 50 mg, 0,30 mmol) a été couplé avec le (5-fluoro-
1H-indole-2-yl)méthanamine (6, 59 mg, 0,36 mmol) selon la procédure 1 pour obtenir 82 mg
du produit (17) sous la forme d’un solide marron avec un rendement de 88%. Rr = 0,39 (60/40 ;
ACOEY/EP). RMN H (500 MHz, CDCl3) : 6 =8.89 (s, 1H, H-1), 7.22 (dd, J = 8.8, 4.4 Hz, 1H,
H-7), 7.17 (dd, J = 9.6, 2.5 Hz, 1H, H-4), 7.13 — 7.05 (m, 2H, H-18, H-22), 6.92 (ddd, J = 9.1,
9.1, 2.4 Hz, 1H, H-6), 6.91 — 6.83 (m, 2H, H-19, H-21), 6.21 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-3), 5.98 (t,
J=6.1Hz, 1H, H-11), 4.42 (d, J = 6.1 Hz, 2H, H-10), 2.95 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H-16), 2.49 (t, J
= 7.6 Hz, 2H, H-15). RMN 13C (126 MHz, CDCl3) : § = 173.75 (C-13), 161.59 (d, J = 244.5
Hz, C-20), 158.02 (d, J = 234.0 Hz, C-5), 138.17 (C-2), 136.11 (d, J = 3.3 Hz, C-17), 132.91
(C-8),129.84 (d, J = 7.8 Hz, C-18, C-22), 128.03 (d, J = 10.3 Hz, C-3), 115.47 (d, J =21.2 Hz,
C-19, C-21), 111.72 (d, J = 9.7 Hz, C-7), 110.57 (d, J = 26.2 Hz, C-6), 105.24 (d, J = 23.5 Hz,
C-4), 100.85 (d, J = 4.6 Hz, C-3), 38.43 (C-15), 37.47 (C-10), 30.90 (C-16).

N-((5-fluoro-1H-indol-2-yl)méthyl)butyramide (18)

C13H45FN2O

7

1
8 H 17CH
/ 13 16
12F ° ° 3 HN
4 o
14
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18

L’acide butyrique (8, 73 pl, 0,80 mmol) a été couplé avec le (5-fluoro-1H-indole-2-
yl)méthanamine (6, 157 mg, 0,96 mmol) selon la procédure 1 pour obtenir 181 mg du produit
(18) sous la forme d’un solide rouge avec un rendement de 96 %. Rr = 0,47 (5/95;
MeOH/CH,Cl,). RMN H (500 MHz, CDCl3) : §=9.14 (s, 1H, H-1), 7.21 (dd, J = 8.8, 4.3 Hz,
1H, H-7), 7.17 (dd, J = 9.6, 2.6 Hz, 1H, H-4), 6.90 (ddd, J = 8.8, 9.2, 2.6 Hz, 1H, H-6), 6.26 (d,
J=1.0 Hz 1H, H-3), 6.18 (t, J = 6.0 Hz, 1H, H-11), 4.46 (d, J = 6.0 Hz, 2H, H-10), 2.19 (t, J =
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7.5 Hz, 2H, H-15), 1.68 (h, J = 7.4 Hz, 2H, H-16), 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H, H-17). RMN 3C
(126 MHz, CDCls) : & = 174.99 (C-13), 157.96 (d, J = 233.8 Hz, C-5), 138.54 (C-2), 132.96
(C-8), 128.02 (d, J = 10.2 Hz, C-9), 111.78 (d, J = 9.7 Hz, C-7), 110.40 (d, J = 26.3 Hz, C-6),
105.15 (d, J = 23.5 Hz, C-4), 100.68 (d, J = 4.6 Hz, C-3), 38.44 (C-15), 37.46 (C-10), 19.11
(C-16), 13.84 (C-17).

N-((5-fluoro-1H-indol-2-yl)méthyl)-5-méthylhexanamide (19)

1 19

T o H v
6 N2 10 15 CH
/ 13/ 16,0 3
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L’acide 5-méthylhexanoique (10, 84 ul, 0,59 mmol) a été couplé avec le (5-fluoro-1H-indole-
2-yl)méthanamine (6, 116 mg, 0,71 mmol) selon la procédure 1 pour obtenir 140 mg du produit
(19) sous la forme d’un solide beige avec un rendement de 85 %. Rr = 0,42 (4/96 ;
MeOH/CH Cl;). RMN H (500 MHz, CDCls) : §=19.12 (s, 1H, H-1), 7.22 (dd, J = 9.0, 4.2 Hz,
1H, H-7), 7.18 (dd, J = 9.5, 2.5 Hz, 1H, H-4), 6.90 (ddd, J = 9.1, 9.1, 2.5 Hz, 1H, H-6), 6.26 (s,
1H, H-3), 6.13 (t, J= 6.1 Hz, 1H, H-11), 4.46 (d, J = 6.1 Hz, 2H, H-10), 2.19 (t, J = 7.7 Hz, 2H,
H-15), 1.70 — 1.59 (m, 2H, H-16), 1.53 (hept, J = 6.7 Hz, 1H, H-18), 1.22 — 1.12 (m, 2H, H-
17), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 5H, H-19, H-20). RMN *3C (126 MHz, CDCls) : § = 175.18 (C-13),
157.97 (d, J = 233.8 Hz, C-5), 138.54 (C-2), 132.96 (C-8), 128.01 (d, J =10.2 Hz, C-9), 111.78
(d, J=9.6 Hz, C-7), 110.43 (d, J = 26.2 Hz, C-6), 105.16 (d, J = 23.2 Hz, C-4), 100.69 (d, J =
4.6 Hz, C-3), 38.55 (C-17), 37.49 (C-10), 36.82 (C-15), 27.91 (C-18), 23.56 (C-16), 22.57 (C-
19, C-20).

N-cyclopentyle-4-phenoxybutanamide (20)
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L’acide 4-phénoxybutanoique (14, 107 mg, 0,59 mmol) a été couplé avec la cyclopentamine
(1, 70 ul, 0,71 mmol) en utilisant la procédure de synthese 1 pour obtenir 142 mg du produit
(20) sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 97 %. Rr = 0,63 (5/95;
MeOH/CH:Cl;). RMN *H (500 MHz, CDCls) : §=7.28 (dd, J = 8.5, 7.3 Hz, 2H, H-10, H-12),
6.94 (tt, J = 7.3 Hz, 1 Hz, 1H, H-11), 6.89 (dd, J = 8.5 Hz, 1.0 Hz, 2H, H-9, H-13), 5.48 (d, J =
6.9 Hz, 1H, H-6), 4.20 (dtt, J = 7.7 Hz, 6.5 Hz, 1H, H-14), 4.00 (t, J = 5.9 Hz, 2H, H-4), 2.35
(t, J=7.2 Hz, 2H, H-2), 2.19 (tt, J = 7.2 Hz, 5.9 Hz, 2H, H-3), 2.03 — 1.88 (m, 2H, H-15, H-
18), 1.67 — 1.51 (m, 4H, H-16, H-17), 1.42 — 1.22 (m, 2H, H-15, H-18). RMN *3C (126 MHz,
CDCl3) : 6 =171.95 (C-1), 158.94 (C-8), 129.62 (C-10, C-12), 120.89 (C-11), 114.55 (C-9, C-
13), 66.87 (C-4), 51.25 (C-14), 33.31 (C-2), 33.27 (C-15, C-18), 25.44 (C-3), 23.80 (C-16, C-
17).

N-cyclopentyl-5-phénylpentanamide

21

L’acide 5-phénylpentanoique (13, 105 mg, 0,59 mmol) a été couplé avec la cyclopentamine (1,
70 ul, 0,72 mmol) en utilisant la procédure de synthese 1 pour obtenir 137 mg du produit (21)
sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 94 %. Rr = 0,54 (5/95 ; MeOH/CH2Cl>).
RMN H (500 MHz, CDCl3) : = 7.30 — 7.24 (m, 2H, H-9, H-13), 7.21 — 7.14 (m, 3H, H-10,
H-11, H-12), 5.34 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H-7), 4.19 (dtt, J = 7.0, 7.0, 7.0 Hz, 1H, H-14), 2.62 (t, J
= 7.1 Hz, 2H, H-5), 2.14 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H-2), 2.03 - 1.91 (m, 2H, H-15, H-18), 1.71 — 1.62
(m, 4H, H-3, H-4), 1.62 — 1.52 (m, 4H, H-16, H-17), 1.39 — 1.27 (m, 2H, H-15, H-18). RMN
13C (126 MHz, CDCls) : § = 172.48 (C-1), 142.39 (C-8), 128.53 (C-10, C-12), 128.44 (C-9, C-
13), 125.88 (C-11), 51.18 (C-14), 36.92 (C-2), 35.83 (C-5), 33.30 (C-15, C-18), 31.21 (C-4),
25.58 (C-3), 23.83 (C-16, C-17).
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N-cyclopentyl-3-(4-fluorophényl)propanamide (22)

C14H4gFNO

22

L’acide 3-(4-fluorophényl)propanoique (12, 130 mg, 0,77 mmol) a été couplé avec la
cyclopentamine (1, 91 ul, 0,924 mmol) en utilisant la procédure de synthése 1 pour obtenir 176
mg du produit (22) sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 97 %. Rr = 0,67
(5/95 ; MeOH/CH2Clz). RMN H (500 MHz, CDCls) : 6 = 7.13 (dd, J = 8.5, 5.5 Hz, 2H, H-7,
H-11), 6.94 (ddd, J = 8.7, 6.7, 2.0 Hz, 2H, H-8, H-10), 5.39 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H-5), 4.15 (dtt,
J=7.0,7.0,7.0 Hz, 1H, H-13), 2.91 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H-3), 2.38 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H-2), 1.96
—1.85 (m, 2H, H-14, H-17), 1.64 — 1.48 (m, 4H, H-15, H-16), 1.31 — 1.18 (m, 2H, H-14, H-
17). RMN 3C (126 MHz, CDCls) :  =171.45 (C-1), 161.52 (d, J = 243.9 Hz, C-9), 136.70 (d,
J=3.2 Hz, C-6), 129.89 (d, J = 7.9 Hz, C-7, C-11), 115.29 (d, J = 21.1 Hz, C-8, C-10), 51.19
(C-13), 38.81 (C-2), 33.13 (C-14, C-17), 31.09 (C-3), 23.72 (C-15, C-16).

N-cyclopentyl-5-méthylhexanamide (23)

7 13
6
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L’acide 5-méthylhexanoique (10, 109 pl, 0,77 mmol) a été couplé avec la cyclopentamine (1,
91 ul, 0,924 mmol) en utilisant la procédure de synthese 1 pour obtenir 132 mg du produit (23)
sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 88 %. Rr = 0,54 (5/95 ; MeOH/CH.Cl,)
RMN *H (500 MHz, CDCls) :  =5.40 (s, 1H, H-8), 4.20 (dtt, J = 6.9, 6.9, 6.9 Hz, 1H, H-10),
2.10 (t, J=7.6 Hz, 2H, H-2), 2.04 - 1.89 (m, 2H, H-11, H-14), 1.71 — 1.57 (m, 6H, H-3, H-12,
H-13), 1.53 (hept, J = 6.7 Hz, 1H, H-5), 1.40 — 1.28 (m, 2H, H-11, H-14), 1.23 - 1.13 (m, 2H,
H-4), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 6H, H-6, H-9). RMN 3C (126 MHz, CDCls) : § = 172.80 (C-1),
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51.16 (C-10), 38.66 (C-4), 37.34 (C-2), 33.31 (C-11, C-14), 27.97 (C-5), 23.84 (C-3), 23.83 (C-
12, C-13), 22.65 (C-6, C-9).

N-cyclopentyl-4-methylpentanamide (24)

C41H24NO
(6) w0 M
8, 2 9/012
5 7
24

L’acide 4-méthylpentanoique (9, 74 ul, 0,59 mmol) a été couplé avec la cyclopentamine (1, 70

ul, 0,71 mmol) en utilisant la procédure de synthése 1 pour obtenir 101 mg du produit (24) sous
la forme d’un solide blanc avec un rendement de 94 %. Rr = 0,61 (5/95 ; MeOH/CHCl>). RMN
IH (500 MHz, CDCls) : 6 = 5.42 (s, 1H, H-7), 4.19 (dtt, J = 7.0, 7.0, 7.0 Hz, 1H, H-9), 2.16 —
2.09 (m, 2H, H-2), 2.02 — 1.92 (m, 2H, H-10, H-13), 1.73 — 1.59 (m, 4H, H-11, H-12), 1.62 —
1.54 (m, 1H, H-4), 1.52 — 1.42 (m, 2H, H-3), 1.39 — 1.28 (m, 2H, H-10, H-13), 0.89 (d, J = 6.4
Hz, 10H, H-5, H-8). RMN 13C (126 MHz, CDCls) : § = 172.96 (C-1), 51.16 (C-9), 35.11 (C-
2), 34.79 (C-3), 33.29 (C-10, C-13), 27.99 (C-4), 23.83 (C-11, C-12), 22.46 (C-5, C-8).

N-cyclopentylheptanamide (25)

L’acide heptanoique (11, 84 ul, 0,59 mmol) a été couplé avec la cyclopentamine (1, 70 ul, 0,71
mmol) en utilisant la procédure de synthese 1 pour obtenir 101 mg du produit (25) sous la forme
d’une huile incolore avec un rendement de 87 %. Rr = 0,61 (5/95 ; MeOH/CHCl,). RMN H
(500 MHz, CDCl3) : & =5.39 (s, 1H, H-9), 4.20 (dtt, J = 7.0, 7.0, 7.0 Hz, 1H, H-10), 2.12 (t, J
= 7.7 Hz, 2H, H-2), 2.04 — 1.92 (m, 2H, H-11, H-14), 1.71 — 1.62 (m, 4H, H-12, H-13), 1.62 —
1.53 (m, 2H, H-3), 1.40 — 1.27 (m, 2H, H-11, H-14), 1.30 — 1.21 (m, 6H, H-4, H-5, H-6), 0.87
(t, J=6.9 Hz, 3H, H-7). RMN 3C (126 MHz, CDCls) : 6 = 172.82 (C-1), 51.16 (C-10), 37.15
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(C-2), 33.31 (C-11, C-14), 31.68 (C-5), 29.09 (C-4), 25.94 (C-3), 23.83 (C-12, C-13), 22.65 (C-
6), 14.17 (C-7).

N-(3-hydroxy-1,2,3,4-tétrahydronaphthalen-2-yl)-4-phenoxybutanamide (26)

C20H23NO3
19 17 24 10 12
20 18_~_16_OH 5 .

15 /12/3\/3 13
21
23
22 14 H1 0

26

L’acide 4-phénoxybutanoique (14, 84 mg, 0,47 mmol) a été couplé avec le 3-amino-1,2,3,4-
tétrahydronaphthalén-2-ol (5, 92 mg, 0,56 mmol) selon la procédure 1 pour obtenir 148 mg du
produit (26) sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 95 %. Rr = 0,35 (5/95;
MeOH/CH:Cl;). RMN *H (500 MHz, CDCls) : 6 =.32—7.26 (m, 2H, H-10, H-12), 7.14 (ddd,
J=6.6,4.4,2.2 Hz, 2H, H-20, H-21), 7.09 (dd, J = 6.5, 2.2 Hz, 1H, H-19 ou H-22), 7.04 (dd,
J=6.5,2.2 Hz, 1H, H-19 ou H-22), 6.95 (tt, J = 7.4, 1.0 Hz, 1H, H-11), 6.89 (dd, J = 8.8, 1.0
Hz, 2H, H-9, H-13), 5.77 (d, J = 7.1 Hz, 1H, H-6), 4.29 — 4.10 (m, 1H, H-15 ou H-16), 4.08 —
3.95 (m, 2H, H-4), 3.92 - 3.82 (m, 1H, H-15 ou H-16), 3.23 — 3.12 (m, 3H, H-14, H-17, H-24),
2.86 (dd, J =16.7, 8.8 Hz, 1H, H-17), 2.65 (dd, J = 16.2, 10.1 Hz, 1H, H-14), 2.46 (t, J = 7.2
Hz, 2H, H-2), 2.23 — 2.09 (m, 2H, H-3). RMN *3C (126 MHz, CDCls) : § = 174.34 (C-1),
158.88 (C-8), 134.10 (C-18 ou C-23), 133.26 (C-18 ou C-23), 129.69 (C-10, C-12), 129.13 (C-
19 ou C-22), 128.62 (C-19 ou C-22), 126.69 (C-20 ou C-21), 126.45 (C-20 ou C-21), 121.04
(C-11), 114.59 (C-9, C-13), 71.49 (C-16), 66.77 (C-4), 52.46 (C-15), 37.64 (C-17), 34.45 (C-
14), 33.29 (C-2), 25.35 (C-3).

3-(4-fluorophényl)-N-(3-hydroxy-1,2,3,4-tétrahydronaphthalen-2-yl)propanamide (27)

C19H2FNO,
11 9
12 10 8 OH ¢4
16 O
13©CE 3 22
15 N 21
14 6 H 2 17
® 18
20
27 19 F23

L’acide 3-(4-fluorophényl)propanoique (12, 42 mg, 0,25 mmol) a été couplé avec le 3-amino-
1,2,3,4-tétrahydronaphthalen-2-ol (5, 49 mg, 0,30 mmol) selon la procédure 1 pour obtenir 64
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mg du produit (27) sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 82 %. Rr = 0,47
(10/90 ; ACOEt/EP). RMN 'H (500 MHz, CDCls) : § = 7.17 — 7.11 (m, 4H, H-12, H-13, H-18,
H-22), 7.12 — 7.01 (m, 1H, H-11 ou H-14), 7.06 — 7.02 (m, 1H, H-11 ou H-14), 6.97 (ddd, J =
9.0, 6.5, 2.5 Hz, 2H, H-19, H-21), 5.50 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H-5), 4.13 (tdd, J = 9.1, 6.9, 5.5 Hz,
1H, H-7), 3.84 (tdd, J = 8.8, 5.5, 1.0 Hz, 1H, H-8), 3.17 (dd, J = 16.2, 5.5 Hz, 1H, H-6), 3.10
(dd, J = 16.2, 5.5 Hz, 1H, H-9), 2.95 (t, J = 7.1 Hz, 2H, H-3), 2.83 (dd, J = 16.2, 8.8 Hz, 1H,
H-9), 2.60 (dd, J = 16.2, 9.1 Hz, 1H, H-6), 2.50 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-2). RMN 3C (126 MHz,
CDCls) : §=173.63 (C-1), 161.66 (d, J = 244.4 Hz, C-20), 136.34 (d, J = 3.2 Hz, C-17), 133.98
(C-10 ou C-15), 133.12 (C-10 ou C-15), 129.95 (d, J = 7.8 Hz, C-18, C-22), 129.16 (C-11 ou
C-14), 128.65 (C-11 ou C-14), 126.73 (C-12 ou C-13), 126.48 (C-12 ou C-13), 115.49 (d, J =
21.1 Hz, C-19, C-21), 71.16 (C-8), 52.30 (C-7), 38.75 (d, J = 1.2 Hz, C-2), 37.33 (C-9), 34.21
(C-6), 30.98 (C-3).

N-(3-hydroxy-1,2,3,4-tétrahydronaphthalén-2-yl)heptanamide (28)

C47H25NO;

15 13 20

14 _~12.0H s
16
SOW;
1
3
17 75 5

N1
18 10 H )
9 4
6
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L’acide heptanoique (11, 35 pl, 0,25 mmol) a été couplé avec le 3-amino-1,2,3,4-
tétrahydronaphthalen-2-ol (5, 49 mg, 0,30 mmol) selon la procédure 1 pour obtenir 66 mg du
produit (28) sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 95 %. Rr = 0,43 (80/20 ;
ACOEYEP). RMN H (500 MHz, CDCls) : § = 7.21 — 7.12 (m, 2H, H-16, H-17), 7.13 — 7.10
(m, 1H, H-15 ou H-18), 7.09 — 7.04 (m, 1H, H-15 ou H-18), 5.65 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H-9), 4.16
(tdd, J =9.3, 7.0, 5.5 Hz, 1H, H-11), 3.90 (tdd, J = 8.9, 5.3, 1.0 Hz, 1H, H-12), 3.25 (dd, J =
16.3, 5.5 Hz, 1H, H-10), 3.19 (dd, J = 16.3, 5.3 Hz, 1H, H-13), 2.88 (dd, J = 16.6, 8.8 Hz, 1H,
H-13), 2.72 (dd, J = 16.0, 9.3 Hz, 1H, H-10), 2.23 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-2), 1.65 (p, J = 7.4 Hz,
2H, H-3), 1.39 — 1.23 (m, 6H, H-4, H-5, H-6), 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H-7). RMN 3C (126
MHz, CDCl3) : 8 = 175.27 (C-1), 134.18 (C-14 ou C-19), 133.28 (C-14 ou C-19), 129.14 (C-
15 ou C-18), 128.60 (C-15 ou C-18), 126.71 (C-16 ou C-17), 126.46 (C-16 ou C-17), 71.64 (C-
12),52.44 (C-11), 37.69 (C-13), 36.94 (C-2), 34.54 (C-10), 31.65 (C-5), 29.05 (C-4), 25.80 (C-
3), 22.63 (C-6), 14.18 (C-7).
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N-(3-hydroxy-1,2,3,4-tétrahydronaphthalén-2-yl)-5-méthylhexanamide (29)

C47H25NO;

N OH
14 12 7
16
9ONEY
11 3
17 19 NM
18 10 8|-| 2 " 9

29

L’acide 5-méthylhexanoique (10, 43 pl, 0,30 mmol) a été couplé avec le 3-amino-1,2,3,4-
tétrahydronaphthalén-2-ol (5, 59 mg, 0,36 mmol) selon la procédure 1 pour obtenir 72 mg du
produit (29) sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 87 %. Rr = 0,30 (50/50 ;
AcOEt/EP). RMN *H (500 MHz, CDCls) : 6 = 7.16 — 7.12 (m, 2H, H-16, H-17), 7.12 - 7.10
(m, 1H, H-15 ou H-18), 7.09 — 7.06 (m, 1H, H-15 ou H-18), 5.66 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H-8), 4.17
(tdd, J = 9.2, 7.0, 5.6 Hz, 1H, H-11), 3.91 (tdd, J = 8.9, 6.8, 5.4 Hz, 1H, H-12), 3.32 (s, 1H, H-
20), 3.26 (dd, J = 16.4, 5.6 Hz, 2H, H-13), 3.19 (dd, J = 16.4, 5.6 Hz, 2H, H-10), 2.88 (dd, J =
16.5, 9.0 Hz, 1H, H-10), 2.72 (dd, J = 16.2, 9.5 Hz, 1H, H-13), 2.21 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H-2),
1.70 - 1.60 (m, 2H, H-3), 1.60 — 1.44 (m, 1H, H-5), 1.33 — 1.10 (m, 2H, H-4), 0.88 (d, J = 6.6
Hz, 6H, H-6, H-9). RMN 3C (126 MHz, CDCls) : = 175.06 (C-1), 134.03 (C-14 ou C-19),
133.15 (C-14 ou C-19), 129.00 (C-15 ou C-18), 128.47 (C-15 ou C-18), 126.56 (C-16 ou C-17)
126.32 (C-16 ou C-17), 71.46 (C-12), 52.28 (C-11), 38.46 (C-4), 37.54 (C-13), 37.00 (C-2),
34.39 (C-10), 27.83 (C-5), 23.56 (C-3), 22.50 (C-19, C-20).

N-(4-bromo-3-methoxyphényl)-4-phenoxybutanamide (30)

6
212161514H12 :
H,C~ (o)
s
Br 19
22 18 5
30
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L’acide 4-phénoxybutanoique (14, 43 mg, 0,24 mmol) a été couplé avec le 4-bromo-3-
méthoxyaniline (4, 48 mg, 0,24 mmol) selon la procédure 2 pour obtenir 70 mg du produit (30)
sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 80 %. Rr = 0,40 (30/70 ; AcOEt/EP).
RMN H (500 MHz, CDCls) : 6 = 7.49 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-15), 7.41 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-
18), 7.34 (s, 1H, H-6), 7.29 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-10, H-12), 6.96 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H, H-
11), 6.90 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-9, H-13), 6.70 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 1H, H-19), 4.07 (t, J = 5.8
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Hz, 2H, H-4), 3.87 (s, 3H, H-21), 2.60 (t, J = 7.1 Hz, 2H, H-2), 2.22 (tt, = 7.1, 5.8 Hz, 2H, H-
3). RMN 3C (126 MHz, CDCls) : & = 170.91 (C-1), 158.76 (C-8), 156.30 (C-16), 138.57 (C-
14), 133.15 (C-18), 129.73 (C-9, C-13), 121.16 (C-11), 114.57 (C-10, C-12), 112.44 (C-19),
106.01 (C-17), 104.17 (C-15), 66.71 (C-4), 56.36 (C-21), 34.41 (C-2), 25.09 (C-3).

N-(4-bromo-3-méthoxyphényl)-5-fluoro-1H-indole-2-carboxamide (31)

C16H12BrFN202

21
12 H3C\

1
8 H 0 0 20
4/ 11\ 14
F's 9 HN = Br 22

15 16

L’acide 5-fluoro-1H-indole-2-carboxylique (3, 133 mg, 0,74 mmol) a été couplé avec le 4-
bromo-3-méthoxyaniline (4, 150 mg, 0,74 mmol) en utilisant la procédure de synthése 2 pour
obtenir 222 mg du produit (31) sous la forme d’un solide marron avec un rendement de 77 %.
RF = 0,28 (30/70 ; AcOEt/EP). RMN !H (500 MHz, (CD3).S0O) : 6 =11.89 (s, 1H, H-1), 10.36
(s, 1H, H-13), 7.64 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-19), 7.55 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-16), 7.52 — 7.40 (m,
3H, H-3, H-7, H-15), 7.43 (dd, J = 10.0, 2.2 Hz, 1H, H-4), 7.10 (ddd, J = 9.1, 2.2 Hz, 1H, H-
6), 3.86 (s, 3H, H-21). RMN 13C (126 MHz, DMSO) : § = 159.50 (C-11), 157.23 (d, J = 233.0
Hz, C-5), 155.30 (C-18), 139.75 (C-14), 133.63 (C-8), 132.90 (C-2), 132.69 (C-16), 127.02 (d,
J =10.5 Hz, C-9), 113.64 (d, J = 9.7 Hz, C-7), 113.32 (C-15), 112.73 (d, J = 26.6 Hz, C-6),
105.94 (d, J = 23.0 Hz, C-4), 104.55 (C-19), 104.25 (C-17), 104.00 (d, J = 5.3 Hz, C-3), 55.97
(C-21).

N-(4-bromo-3-méthoxyphényl)-3-(4-fluorophényl)propanamide (32)

C16H15BrFN02
8 12
5 7 9 _F
19
14 H 2
20 6
_0Us 13 N_1
H,C j@/ 10
16 3 1
(0]
Br 18
21 17 4
32

L’acide 3-(4-fluorophényl)propanoique (12, 40 mg, 0,24 mmol) a été couplé avec le 4-bromo-
3-méthoxyaniline (4, 48 mg, 0,24 mmol) selon la procédure 2 pour obtenir 66 mg du produit
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(32) sous la forme d’un solide avec un rendement de 75 %. Rr = 0,36 (30/70 ; ACOEVEP).
RMN *H (500 MHz, CDCls) : § = 7.48 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-14), 7.41 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-
17),7.22—17.15 (m, 2H, H-7, H-11), 7.03 (s, 1H, H-5), 6.98 (t, J = 8.6 Hz, 2H, H-8, H-10), 6.65
(dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H, H-18), 3.89 (s, 3H, H-20), 3.02 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-3), 2.63 (t, J =
7.5 Hz, 2H, H-2). RMN 13C (126 MHz, CDCls) : 6 = 170.27 (C-1), 161.70 (d, J = 244.6 Hz, C-
9), 156.32 (C-15), 138.36 (C-13), 136.21 (d, J = 3.3 Hz, C-6), 133.15 (C-17),129.95(d, J=7.9
Hz, C-7, C-11), 115.60 (d, J = 21.2 Hz, C-8, C-10), 112.50 (C-18), 106.22 (C-16), 104.30 (C-
14), 56.37 (C-20), 39.75 (C-2), 30.66 (C-3)
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Conclusion générale

Ce projet de recherche concerne le développement de nouveaux antibiotiques du
pathogene Bacillus anthracis en ciblant la voie du MEP a I’aide d’une approche par fragment.
C’est donc une cible intéressante pour développer des antibiotiques avec des effets secondaire
limités comme 1’atteste 1’utilisation de la fosmidomycine, un inhibiteur de la seconde enzyme
de la voie du MEP, dans la lutte contre la malaria. Notre étude concerne 1’inhibition de la
troisiéme enzyme de la voie du MEP, la 4-diphosphocytidyl-2-C-méthylérythritol synthase
(IspD). Cette cible a d’ailleurs fait 1’objet ces derniéres années, de publication de plusieurs
inhibiteurs d’IspD d’organismes comme P. falciparum, P. vivax et A. thaliana. Ces molécules
ont montrés de bons pouvoirs inhibiteurs avec des ICso de I’ordre du nanomolaire. IspD semble

étre une cible thérapeutique intéressante pour lutter contre Bacillus anthracis.

La premicre partie de cette thése a été consacrée a la mise en place d’une méthode de
criblage par SPR d’une librairie de 500 fragments en utilisant les enzymes IspD de Bacillus
anthracis et d’Escherichia coli comme cibles.

Un premier objectif a consisté a immobiliser ces deux enzymes sur une surface d’or tout en
gardant leur site actif accessible. Les résultats ont montré qu’une immobilisation covalente par
réaction des amines présentes sur les protéines (Ba-IspD et Ec-IspD) avec les groupements
carboxyles de la surface CM5 permettait d’obtenir des taux d’immobilisation moyen de 12 000
et 9000 RU respectivement pour les enzymes Ba-IspD et Ec-IspD. Les constantes de
dissociation Kp et le Rmax mesurés entre le CTP et les enzymes immobilisées Ba-IspD et Ec-
IspD sont respectivement de 82 uM et 80 RU et 118 uM et 35 RU.

En parallele, une courbe de calibration du DMSO a été mise en place afin de corriger les
variations de la concentration en solvant nécessaire a la solubilisation des fragments, en utilisant
une gamme de solutions comprise entre 4,5 % et 5,8 % en DMSO

Aprés la mise en place de la méthode SPR, le deuxieme objectif a été de sélectionner les
fragments ayant une affinité pour I’enzyme Ba-IspD a partir d’une librairie constituée de 500
molécules. Le criblage des fragments a une concentration de 100 uM a conduit a la sélection
de 23 molécules. A la suite de ce travail, le Kp du fragment B4HO08 a été déterminé par SPR de

facon précise a 104 + 10 pM. Le calcul du LE a 0,39 kcal.mol''. HA™! laisse présager son
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optimisation favorable vers un candidat-médicament. Les Kp des autres molécules n’ont pas pu
étre déterminés de fagon précise,. Des expériences avec des concentrations plus élevées en
fragment sont nécessaires. Néanmoins, des Kp acceptables ont été obtenus par SPR pour huit
fragments B4D12, BSE07, B3F10, B4B12, B1F11, B3D04, B6D12, B3HO05 avec des résultats

encourageants de 1’ordre du millimolaire.

La deuxiéme partie de cette theése avait pour objectif de confirmer 1’interaction entre
I’enzyme IspD de Bacillus anthracis et les 23 fragments sélectionnés précédemment ainsi que
de tester leur pouvoir inhibiteur. Pour ce travail des techniques de biophysiques (RMN et

Docking) ainsi que des méthodes biochimiques (test enzymatiques) ont été employées.

Des expériences par RMN STD en présence du substrat CTP et de Ba-IspD ont permis de mettre
au point cette méthode qui par la suite a permis de confirmer I’interaction entre Ba-IspD et les
fragments : B1B02, B1B10, B1D02, B3E01, B3H05, B4D12, BSE07, BSE12, B5G02 ct
B6D12.

En paralléle, notre collaborateur, le Dr. Franck Borel de I’Institut de Biologie Structurale de
Grenoble, a réussi a déterminer les conditions de cristallisation de I’enzyme IspD de Bacillus
anthracis en présence et en I’absence de CTP. Ainsi, des essais de co-cristallisation entre les
23 fragments sélectionnés et I’enzyme Ba-IspD ont été réalisés. Malheureusement, aucun cristal
n’a pu étre obtenu. L’absence de cristal nous a poussés a réaliser des expériences de Docking
de Ba-IspD avec ces 23 fragments sélectionnés par SPR. Les résultats du Docking suggérent la
présence de trois sites de fixation, le site actif ou se fixe le CTP et le MEP et deux autres sites,
le site Y (Y203) et le site F (F108). Des scores de docking intéressants ont été obtenus pour les
fragments BIH10, B3A11, B3D04, B4D12 et B4H08 dans les deux sites F et Y et les fragments
B5SE12 et B6G02 pour le site CTP.

Finalement, des tests enzymatiques réalisés en présence des 23 fragments sélectionnés ont
permis de déterminer les ICso des fragments B4H08, B3D04 et B1D02 qui s’¢élevent a 59 uM,
130 uM et 58 uM respectivement. Cependant, des problémes de reproductibilité n’ont pas
permis de confirmer ces résultats. Des tests d’inhibition réalisés a 1 mM ont permis de
confirmer que les fragments B1D02, B6G02, B4B01, B6D12, B1B10, B4H08, B3D04 et
BSE07 inhibaient I’enzyme Ba-IspD.
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Dans la derni¢re partie de cette thése, I’objectif était de sélectionner les meilleurs
fragments et de les faire évoluer vers des molécules plus grandes pour augmenter leur pouvoir
inhibiteur. Pour cela, les différents résultats obtenus par SPR, RMN STD, Docking et cinétique
ont été recoupés et quatre fragments B1D02, B3D04, B6D12 et B6G02 ont été choisis pour une
évolution de fragment (Tableau 32). Le paramétre le plus important dans le choix de ces

fragments était la capacité a inhiber 1I’enzyme Ba-IspD.

OH 0*"““ o | HO N HNJ%//OH
S ls 2 asikacetice
B1D02 B3D04 B6D12 B6G02
Kb (SPR) 3mM 830 uM 960 uM >102M
Interaction (STD) / X / Non analysé
Docking (DS) Site F : -6 Site F:-10 Site CTP/F: -7 | Site CTP :-11
Inhibition v v v v
LE 0,6 0,21 0,32 dégr‘l’;liné

Tableau 32 : Résumeé des résultats obtenus pour les quatre fragments choisis pour I’évolution de
fragment. Seul le meilleur DS a été indiqué.

Une stratégie « fragment growing » a été appliquée a partir d’analogues de ces fragments
commerciaux ou synthétisés. Chacun des analogues présentent des fonctions amines pouvant
étre engagées dans des couplages peptidiques avec différentes molécules ayant d’une part une
fonction acide carboxylique pour le couplage, et d’autre part des chaines aliphatiques et des
aromatiques.

La syntheése de 18 molécules a été réalisée a partir de quatre analogues de fragment avec des
rendements moyens de 80 %. Des tests enzymatiques devront étre réalisés afin de déterminer

leurs pouvoirs inhibiteurs sur I’enzyme Ba-IspD.
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Perspectives

Le projet de ma thése concerne la recherche d’inhibiteurs de 1’enzyme IspD de Bacillus
anthracis en utilisant une approche nouvelle pour le laboratoire, I’approche par fragment. Cette
méthode nécessite des techniques qui n’étaient jusque-la pas utilisées au laboratoire, comme la
SPR ou la RMN STD. La maitrise de ces techniques et I’exploitation des résultats demandent
un peu d’expérience comme I’illustre la détermination des Kp des fragments sélectionnés.

En effet, la mesure du Kp entre un fragment et Ba-IspD par SPR devrait étre faite en triplicata
avec un méme taux d’immobilisation d’enzyme afin d’obtenir des résultats plus précis et
reproductibles. De plus, pour les fragments dont le plateau n’est pas atteint, des expériences a
plus hautes concentrations en fragment permettraient de déterminer plus précisément le Kp
mais, la solubilit¢ des fragments pouvait poser probléme. La RMN STD peut également

133,247

permettre de déterminer un Kp , Ce qui pourrait étre une autre solution en cas de difficultés

rencontrées en SPR.

Lors de la sélection des fragments par SPR, I’enzyme Ec-IspD a été également immobilisée de
facon covalente. Cependant, de facon relativement surprenante, les résultats obtenus avec cette
enzyme immobilisée semblent difficilement interprétables comparés a ceux obtenus avec Ba-
IspD. L’immobilisation par capture entre 1’étiquette Histidine de 1’enzyme Ec-IspD et une
surface greffée avec des molécules d’acide nitrilotriacétique en présence de nickel (Ni-NTA)
permettrait une orientation moins aléatoire de la protéine sur la surface qui pourraient étre une

autre stratégie pour le criblage des fragments avec Ec-IspD.

L’objectif principal de cette these, est la synthése d’un inhibiteur de I’enzyme Ba-IspD. Ainsi,
apres avoir sélectionné des fragments se liant a Ba-IspD, il est important de mesurer leur
pouvoir inhibiteur. Les premiers tests réalisés par cinétiques enzymatiques sont peu
reproductibles et nécessitent une optimisation du test enzymatique avec une vérification de la
qualité des substrats (CTP et MEP).

Le criblage des fragments nous a permis de sélectionner 23 molécules, dont quatre ont servi de
squelette pour étre agrandi. Plusieurs fragments ont donc pour le moment été mis de c6té pour
diverses raisons, notamment temporelles. Il serait donc intéressant de s’attarder plus en détail
sur plusieurs fragments criblés, dont le B4H08. Ce dernier n’a pas été sélectionné malgré les
résultats encourageants obtenus par SPR, avec un Kp de 104 uM et une ICso (n=1) de 59 uM.
En effet, la stratégie de synthése de ce fragment semblait compliquée a mettre en place dans un

temps relativement court.
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Cependant, avec le temps nécessaire pour réaliser la synthése de ce fragment, la méme stratégie
de « fragment growing » que celle utilisée pourrait permettre de le faire grandir. La présence
d’une amine sur ce fragment peut conduire a une bibliothéque de molécules par couplage

peptidique avec différents acides carboxyliques.

Avant de parler d’évolution des fragments, il est nécessaire de tester les molécules synthétisées
afin de savoir si elles permettent ou non d’inhiber I’activité¢ de Ba-IspD. Selon les résultats
obtenus, il existe plusieurs possibilités. Si ces molécules inhibent 1’activité de Ba-IspD, des
essais de co-cristallisation de ces molécules avec Ba-IspD peuvent étre envisagées afin de faire
évoluer d’avantage ces molécules a partir d’informations structurales. Si ces molécules ont peu
d’influence sur 1’activité de I’enzyme, on peut envisager d’autres évolutions des fragments
sélectionnés, comme la modification de la nature des chaines ajoutées aux fragments comme

des substituants plus hydrophiles tels des alcools, cétones ou des amines.

D’autre part, les résultats de docking ont montré que ces différents fragments se positionnaient
dans trois sites distincts de I’enzyme. Une stratégie pour relier ces fragments avec un espaceur
peut ainsi étre envisagée. Une idée de stratégie serait 1’ajout de groupement alcyne et azoture.
Ces fonctions peuvent étre ajoutées aux fragments en adoptant la méme stratégie que
précédemment par le biais de couplage peptidique (Figure 128).

Les fonctions azoture ou alcyne portées par les molécules synthétisées vont permettre de faire
grandir les fragments en utilisant la cycloaddition [3+2] catalysée au cuivre CuAAC établie par

)i 248

Sharpless et a en 2002 permettant de réaliser un couplage simple (pression atmosphérique,

TA, air ambiant) catalysée au cuivre (I). Plus récemment, le mécanisme a été actualisé par Fokin

et al.®®

en démontrant I’intervention d’un intermédiaire cuivre bi-nucléaire impliquant la
nécessité d’avoir un alcyne vrai lors de la catalyse. Un espaceur PEG peut étre utilisé afin
d’augmenter la solubilité des molécules dans les milieux biologiques®®. Une chaine PEG de (n
= 1 a 3 motifs) contenant 1’alcyne vrai permettrait d’obtenir différentes longueurs d’espaceurs

et de couvrir un plus large espace chimique.
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Figure 128 : Exemple d’une stratégie de synthése par catalyse au cuivre (I) CuUAAC.

De plus, il a été montré au laboratoire que le MEP-N3 (Tableau 1, entrée 3, p. 35) est un

inhibiteur de Ec-1spD qui se positionne dans le site actif. Le MEP-Ns pourra étre teste sur Ba-

IspD et utilisé dans des couplages avec les fragments substitués par un alcyne par chimie Click.

L’association de ces molécules pourrait conduire a un potentiel inhibiteur de 1’enzyme Ba-IspD.

Pour conclure, les résultats décrits dans ce manuscrit ouvrent plusieurs perspectives,

notamment dans 1’évolution des fragments sélectionnés. Les inhibiteurs potentiels de Ba-IspD

pourront étre testés sur Ec-IspD, mais également sur d’autres enzymes issues d’autres

organismes comme P. falciparum responsable de la malaria. On peut également envisager

d’utiliser cette approche par fragment sur d’autres cibles étudiées au laboratoire.
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Annexes

Annexe 1 : Résolution des équations de Maxwell

Equations de Maxwell

divD=V-T = p E= champ électrique
. . B = champ magnétique
divB=V B = -
D = déplacement électrique
RotE=V AFE = _a_B H= champ magnétique de la matiére
Jt .
] = densité de courant électrique
RotH=VAH=]+ ob p = densité de charges electriques libres
t
Equations constitutives
D= Sofrﬁ &y = permittivité électrique dans le vide
& = constante diélectrique relative
B = pourH Uo = perméabilité magnétique dans le vide
]-> —oF U, = perméabilité magnétique relative

o = conductivité

Dans le cas de plasmon de surface, nous considérons deux milieux semi-infinis linéaires et
isotropes.

e les milieux sont non magnetiques :  p, =1

e en absence de stimulus externe : f =0
alors :

— -

V-D=V(geE)=0
V-B=V(uH)= 0

. 0H
VAE:_HOE

., OE
V/\H:0+80€ra

A la surface d’un métal (&) et de Iair (&,) d’une onde polarisé TM se propage dans la direction

X et son champs magnétiques H est dans le plan de I’interface métal-diélectrique et est

perpendiculaire a la direction (Figure 37).
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Les vecteurs champs Hi et E; s’écrivent (avec i = 1 pour le métal et i = 2 pour le diélectrique)

selont®* :

SiZ>0:

H, = (0,H,

2)

O)ei(kx2x+k222—wt)

E, = (Exz» 0, Ezz)ei(kx2x+k222—wt)

SiZ<0:

H, = (0,H,

1’

O)ei(kxlx—kzlz—wt)

El — (Exl’ 0’E21)ei(kx2x—k222—wt)

(0H, OJH,

dy 0z

VAR ) JH4 B J0H,

0z 0x

oty _ oty

\ dx  0dy

Seul Hy n’est pas nul et Hi de dépend pas de y
. oy 0z T ot 9,
— 0E OH OH 0E
V A H = &EnEy — X — z = —y =
T 0z ox gt
oHy oM, 0E _0H,
\ ax ady °T ot o,
AvecZ>0:
oH,, JE,, oH,,  0E,
9z . 2ot ox 2ot
avec € = &,&
aei(kx2x+k222—wt) aei(kax+kZZZ—wt) aei(kx2x+k222—wt) aei(kx2x+k222—wt)
v ™ 9z - T& at *Ex, | Hy, * ox ~ &2 at
k,,H,, = &wEy, ky,Hy, = —&,wE,,
AvecZ<0:
oH,, JE,, oH,,  OE,
oz ot ax ot
avec € = ,&

* EZ2
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geilkx, x—kz, z-wt) geilkx, x—kz, z-wt) deilkx, x—kz, z-wt) deilkx, x—kz, z-wt)
=—¢ * E H, * =&
0z ! ot S 0x ! ot
k, Hy, = —&wEy, ky Hy, = —&wE,,

Les relations de continuité vont donner :

E, =E,, et H, =H,

1

et ky=ky =k

2

k, H, = —&wE,, { k., Hy, 3 _elexl

= = kz 82 = —k &£
1 z3¢1
k., Hy, gwEy,

k. H, =—&wE k., H g wE
171 1 Zq x My, “1 Z1 _
= E, & =E, &8

ky,Hy, &wE,,

D’autre part,

, 21 w
|k|: k§+k32,+k22=7n=n?

Icik, =0etn®*=¢

donc k2 = n? (3)2 —kZ=¢ (%)2 — k2

Cc
2 _ w)? 2 2 _ w)? 2
donc k2 =g (:) — k2 et K, =5(2) - K
Les relations de continuité vont donner : k, = k,,

donc

On a donc 3 équations a 3 inconnues donc on peut trouver Ky, Kz1 et Kz
Et a?—-b?=(a—b)(a+b)

donc
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et

soit

c’/ & +¢&
soit
w 18,
k= ()
c’/ |&+¢&

Si &< 0 pour I’or ou I’argent, &, > 0 pour un diélectrique et |&,| > &, alors k§i <0 donc k;,

est un nombre imaginaire donc est une onde évanescente.
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Annexe 2 : Les structures des 23 fragments sélectionnés et leurs noms associés

i
H OH oH H ' o :
N 1
o Q ..NH o L Ao !
Br O ?——\ 1 1
N fo) o
H OH o 0—< Fo |:> !
1 1
1
B4H08 B1D02 B3D04 B6D12 ! B6G02 :
1
| ':
N ! F
/ Br (o}
7 0 S : o] RN N/ o F ; \
1 ! z
1 1 )j\ | N_ _NH
o ! NSo |~ N Nt
HO' 1 H : H HN 0
| |
B1B02 B1B04 : B1B10 B1F11 B1H10
1

N OH
H o °
B3Al1 B3EO1 B3E03 B3F10
O -
oH T 77 e e — -
[}
/_/ : o N/ 1 o (0] : fo) :
N ! ' S S ! X !
_):o | N7 oH' HN™ N\ Ny HN™ A\ N I BN N
-S—N 1 \ ! 1 H 1
O’" 1 S>> (o) 1 1 1
o 1 : 1 1
1 I 1
B3HO05 ! B4BO1 | B4B12 B4D12 | B5C01 !
HO —
0 o} ° o }
=N
HzN’QO g « o— o N
H
B5E06 B5E07 B5E12 B5G02

Les fragments encadrés en noir sont ceux dont le Kp n’a pas pu étre mesuré de fagon

reproductible.
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Annexe 3 : Analyse de la réponse SPR des fragments, ajustement des courbes

selon une régression linéaire (a droite) et non linéaire (a gauche).

CTP

Linéarisation CTP

Concentration (uM)

035
0,18
03 2 016 y =0,00361x + 0,01777
2 @ R?=0,98924 @
$ 2 014
2 ©
© y = m*x/(m2-+x)+m3 § 0,12
g 02 Value Error fe-----. — 2
o mi 042176 | 00048808 “ 0110 ®.
=4 w2 | 7278  34am K
3 015 m3 | 0,0056536 | 00027859 f------ = g 0108 .
w Chisg | 2,8656e-5 NA o
§. o R| 0993 NA § 0,06 .
@ f 0,04
005 0,02 ¢
, 0,00 >
50 100 150 200 250 300 350 10 20 30 40
Concentration (uM) Concentration (uM)
B4HO08 Linéarisation B4H08
16
| 0,80 y
14
) w 0,70 y =0,01097x - 0,00432
o o2 9 R?=0,99729
Nt £ 0,60
e g
© 1
g y=mTx(m2+x)+m3 B 0,50
[e) 08 Value Error§ i =2
= / m1 19406 | 0,047276 4 0,40 -
7 .
3 m2 104,47 97853 pul
2 s m3 | 0062574 | 002397 f- o 0,30 :
<3 Chisq | 00042717 NA &
) R 09991 NA © 0,20 .
2 04 ’ )
0.2 /b 0,10 ..6'
%f) i 0,00 P
0 |
0 100 200 300 400 500 600 0 20 40 60 80
Concentration (uM) Concentration (uM)
B3F10 Linéarisation B3F10
05 : :
i i 0,10
o A 0,09 y=0,00128x + 0,01237 .-®
' . 0,08 R2=0,97841 ’
» 4
9 Y 0,07
] .T_u
T 03 .
£ g 006 o
S 2 005
=z 1%]
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c Value Error o 003 .
o a ’ .
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07

B1F11

Linéarisation B1F11
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Concentration (uM)

Concentration (UM
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Annexe 4 : Structures des molécules synthétisees

. P\~ i / HN{/_@
H o
16

15

H
I HN% o 0 {/_<
o F HN F HN
o o
17 F 18 19

Vg Yo P,

20

Qi ‘i Rioo

24 25

H
29
o % N o % F@—\_/(o %
- Q< [T )4 C d
HN Br F HN Br HN Br
30 31 32

242



Annexes

Annexe 5 : Spectres RMN des molécules synthétisées
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7 De nouveaux inhibiteurs de I’enzyme IspD
comme solution contre Bacillus anthracis

Résumé

Les récentes epidémies (Zika, Ebola et Covid-19) ont montré notre vulnérabilité face aux maladies
infectieuses. Dans ce contexte, I’emploi d’agents pathogenes (virus, bactéries et toxines) comme arme
biologique est un fait inquiétant. L’un des agents les plus dangereux est la bactérie Bacillus anthracis qui
est responsable de la maladie du charbon (anthrax). Des antibiotiques sont encore actifs sur ce
microorganisme mais I'émergence de souches résistantes nécessite le développement d’antibiotiques avec
de nouveaux modes d'actions. Les isoprénoides, essentiels a la survie de tous organismes vivants, sont
synthétisés a partir de deux voies de biosynthése : la voie du meévalonate (MVA) et la voie du
méthylérythritol phosphate (MEP). Cette derniére voie, absente chez I’Homme, mais présente chez la
plupart des bactéries constitue donc une cible pour le développement de nouveaux antibiotiques. Afin de
développer des inhibiteurs d’IspD, la troisieme enzyme de la voie du MEP, une approche par fragment a
été développée. Un criblage par résonance plasmonique de surface (SPR) a permis d’identifier 23
fragments ayant une affinité pour IspD de Bacillus anthracis de I’ordre du micromolaire. Parmi ces
fragments, 4 ont été sélectionnés a 1’aide de différentes techniques telles que la RMN STD, le docking et
les tests enzymatiques. Finalement, 1’évolution de ces 4 fragments a conduit a la synthése de 18 molécules

dont le potentiel d’inhibition reste a déterminer.

Mots clés: Bacillus anthracis, Voie du méthylérythritol phosphate, IspD, Approche par fragment,
Résonance plasmonique de surface, Inhibition enzymatique.

Summary

Recent epidemics (Zika, Ebola and Covid-19) have shown our vulnerability to infectious diseases. In this
context, the use of pathogens (viruses, bacteria and toxins) as biological weapons is a worrying fact. One
of the most dangerous is the bacterium Bacillus anthracis, which is responsible for anthrax disease.
Antibiotics are still active this microorganism but the emergence of resistant strains requires the
development of antibiotics with new different modes of action. Isoprenoids, essential for the survival of
all living organisms, are synthesized from two biosynthetic pathways: the mevalonate pathway (MVA)
and the methylerythritol phosphate pathway (MEP). The latter, absent in humans but present in most
bacteria, is therefore a target for the development of new antibiotics. In order to develop inhibitors of IspD,
the third enzyme of the MEP pathway, a fragment based drug design approach has been developed. Surface
plasmon resonance screening (SPR) identified 23 fragments with an affinity for Bacillus anthracis IspD
in the micromolar range. Among these fragments, 4 were selected using different techniques such as STD
NMR, docking and enzymatic assays. Finally, the evolution of these 4 fragments led to the synthesis of 18
molecules whose inhibition potential remains to be determined.

Keywords : Bacillus anthracis, Methylerythritol phosphate pathway, IspD, Fragment-based lead
discovery, Surface plasmon resonance, Enzyme inhibition.




