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Avant-propos

Ce manuscrit présente un travail de recherche consacré a I'étude des peptides de la
famille LAH4 et de leur potentielle application en thérapie génique. Le contenu de cette
these s’articule autour de trois chapitres principaux, chacun abordant un aspect distinct

mais complémentaire de 1’étude.

Le premier chapitre pose les bases théoriques nécessaires a la compréhension du sujet en
offrant un apercu historique des peptides LAH4. Il introduit également les concepts clés de la
thérapie génique, ainsi que 1'utilisation des peptides en tant qu’adjuvants dans cette approche
thérapeutique. Ce chapitre décrit ensuite ’étude fonctionnelle des activités biologiques des
assemblages supramoléculaires de peptides LAH4 que nous avons menée en collaboration
avec le laboratoire ART-TG d’Evry.

Le deuxiéme chapitre est dédié aux aspects expérimentaux liés a la production et a
la purification des peptides. Nous y détaillons les stratégies développées pour produire ces
peptides, en particulier au sein de systemes bactériens, en vue d’obtenir des peptides marqués
isotopiquement. Ces peptides sont destinés a des études par Résonance Magnétique Nucléaire
(RMN), et leur production efficace et leur purification sont des étapes cruciales pour la suite

des recherches.

Enfin, le troisieme chapitre est consacré a 1’étude biophysique des assemblages supra-
moléculaires formés par le peptide LAH4-A4. Cette partie de la theése explore les propriétés
biophysiques de ces assemblages, mettant en lumiere des aspects structuraux et fonctionnels

essentiels pour leur compréhension dans un contexte d’application thérapeutique.

A travers ces trois chapitres, ce manuscrit vise & apporter une contribution significative a
la connaissance des peptides LAH4, tant sur le plan théorique qu’expérimental, avec I’objectif

ultime de mieux comprendre leur potentiel en tant qu’adjuvants pour la thérapie génique.



Chapitre 1

Utilisation des peptides LAH4 en

thérapie génique

1.1 La famille de peptides LAH4

1.1.1 Propriétées bio-chimiques

Le peptide LAH4 a été congu par notre laboratoire en tant que peptide antimicrobien mo-
dele pour étudier spécifiquement les interactions qui déterminent la topologie membranaire
des peptides a-hélicoidaux®. Il est composé de 26 acides aminés, de quatre types différents.
Deux lysines a chaque extrémité assurent une bonne solubilité dans 1’eau. Le coeur de la
séquence est composé des résidus hydrophobes leucine et alanine, interrompus par quatre
histidines. Le peptide a donc une charge globale de + 9 a pH acide et de + 5 a pH neutre (le
groupement N terminal est considéré comme étant NH3 ™). La séquence du peptide LAH4 est
représentée dans la figure 1. Tous les peptides de la famille LAH4 sont dérivés de cette sé-
quence originale, la composition de leur séquence est identique mais la position des histidines
au sein de la séquence differe. Deux exemples de peptides dérivés de LAH4 sont présentés

dans la figure 1.



LAH4 KKALL ALALH HLAHL ALHLA LALKK A
LAH4-L1 KKALL AHALH LLALL ALHLA HALKK A
LAH4-A4 KKALL HAALA HLLAL AHHLL ALLKK A

Figure 1 — Conformation de LAH4 en solution en fonction du pH. A pH 5, le peptide est
non structuré. Une augmentation du pH conduit le peptide a adopter une conformation

a-hélicoidale.?®

Comportement en solution

En solution, a pH acide (<6), les histidines du peptide sont protonées et le peptide
est désordonné. Lorsque le pH augmente au-dela du pKa de I'amine de la chaine latérale
histidine (pH 6.2), la charge apparente des histidines devient neutre, et le peptide adopte

une conformation a-hélicoidale® (figure 1).

Le repliement induit par les différents états de protonation des histidines confere au pep-
tide un caractere amphiphile dépendant du pH. En effet, lorsqu’il adopte une conformation
a-hélicoidale, on peut distinguer deux faces au peptide : une face hydrophobe présentant
les résidus alanines et leucines, ainsi qu'une face hydrophile présentant les résidus histidines

ayant des chaines latérales polaires (figure 1).

Comportement en environnement membranaire

Bien que les peptides de la famille LAH4 ne soient pas structurés a pH acide en solution,

dans un environnement membranaire, les peptides LAH4 adoptent une conformation a-

hélicoidale. 1!



L’orientation du peptide dans les membranes dépend alors de I’état de protonation des
histidines. En effet, & pH acide (<6), le peptide adopte une orientation paralléle a la surface
de la membrane. Lorsque le pH augmente a 6.1, une rupture de ’hélice o entre les résidus
Leucine 9 et Histidine 14 est observable. La partie du peptide en C terminal de I’Histidine 14
s'insere dans la membrane tandis que la partie en N terminal de la Leucine 9 reste parallele
a la surface de la membrane. A pH neutre, les histidines sont déprotonées et le peptide passe

alors & une orientation intégralement transmembranaire®.

L’orientation membranaire peut étre déterminée par RMN orientée a 1'état solide grace
au déplacement chimique N de I'azote du squelette peptidique. Un déplacement chimique
en dessous de 100 ppm est indicatif d’une orientation coplanaire a la membrane alors qu’un
déplacement chimique proche de 200 ppm indiquera que le peptide est en orientation trans-

membranaire (Figure 2).

pH5 : > pH 7

pH-dependent membrane orientation

Figure 2 — Orientation du peptide LAH4 en présence de membrane. Le peptide adopte des
orientations planaires a pH 5 alors qu’a pH environ 7 il adopte un alignement transmem-
branaire. Les spectres RMN PN correspondant a ces deux conformations sont également

représentés sur les cotés®.

Pénétration membranaire des peptides LAH4

Outre ces propriétés structurales, les peptides de la famille LAH4 présentent également
des activités biologiques intéressantes. Le peptide LAH4 est capable de provoquer la forma-
tion de pores dans les membranes bactériennes, ce qui lui confére une activité antimicrobienne

a pH neutre qui est améliorée a pH acide!''. Afin d’étudier les causes de cette activité et de
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I'améliorer, des dérivés de LAH4 ont été congus, constituant la famille LAH4 (figure 3:°%:99),

1 5 10 15 20 25
LAH4 KKALL ALALH HLAHL ALHLA LALKK A
LAH4-L/A0 KKALL AHALA HLALL ALHLA LHLKK A
LAH4-1L1 KKALL AHALH LLALL ALHLA HALKK A
LAH4-1L2 KKALL ALALH HLALL ALHLA HALKK A
LAH4-1L3 KKALL ALALH HLALL AHHLA LALKK A
LAH4-1.4 KKALL HLALL HAALL AHHLA LALKK A
LAH4-15 KKALL HLALL HAALL AHLAA LHLKK A
LAH4-1L6 KKALL HALLA ALLAH LHALL AHLKK A
LAH4-Al KKALL AHALH LLAAL ALHLA HLLKK A
LAH4-A2 KKALL LAALH HLAAL ALHLA HLLKK A
LAH4-A3 KKALL LAALH HLLAL AHHLA ALLKK A
LAH4-A4 KKALL HAALA HLLAL AHHLL ALLKK A
LAH4-A5 KKALL HALLA HLAAL LHALL AHLKK A
LAH4-A6 KKALL HALLA ALLAH LHALL AHLKK A

Figure 3 — Alignement de séquences des différents peptides de la famille LAH4

Tous les peptides de la famille LAH4 présentent une face hydrophile qui est définie
par le positionnement des quatre histidines présentes dans la séquence des peptides (figure

3). Ainsi, les peptides sont nommés -Ln et -An selon le nombre n respectif de leucines ou
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d’alanines pouvant étre observé dans I’angle formé par les histidines lorsque les peptides sont
représentés en roue hélicoidale (figure 4). Par exemple, LAH4-1.1 présente une leucine entre
les deux paires d’histidines formant un angle de 80° et LAH4-A4 présente 4 histidines entre

les deux paires d’histidines formant un angle de 140°.

Figure 4 — Représentation en roue hélicoidale des peptides LAH4 (A.), LAH4-L1 (B.) et
LAHA-A4 (C.)560,

Il a été démontré que 'angle hydrophile formé par les histidines influence 'activité bio-
logique des peptides®:58. Ainsi, certains peptides de la famille LAH4 ont montré de bonnes
activités de transfection d’acide désoxyribonucléique (ADN) et d’acide ribonucléique (ARN).
Ces peptides appartiennent donc a la catégorie des peptides pénétrant dans les cellules
(CPP), qui sont généralement des peptides relativement courts qui se caractérisent par leur
capacité a interagir avec la membrane plasmique des cellules et a accéder au compartiment

cellulaire par différents mécanismes®?>2°,

Les CPP sont essentiellement utilisés pour délivrer différentes cargaisons telles que des
acides nucléiques, des polymeres, des liposomes, des nanoparticules et d’autres molécules
dans les cellules. Les complexes entre les CPP et les cargaisons peuvent étre formés par des
liaisons covalentes (ponts disulfure, liaisons amide, ou autres liaisons spécifiques) ou non
covalentes (interactions électrostatiques, interactions hydrophobes)!?L. Il a été montré pour
le peptide LAH4 que les résidus Lysines chargés positivement interagissent avec les acides
nucléiques chargés négativement (petits ARN interférents, ADN plasmidiques, etc.)!%.

Les propriétés d’internalisation des CPP dépendent des structures secondaires des pep-
tides?* 57, La pénétration de la cargaison dans les cellules peut se faire de deux maniéres,

soit par pénétration directe, via la perméabilisation de la membrane eucaryote, soit par
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endocytose.

Lors de I'endocytose, Les peptides LAH4 forment un complexe avec ’acide nucléique a
délivrer par interaction électrostatique entre les résidus lysines du peptide et les groupes
phosphates de 1’Acide nucléique!®® 7. Ce complexe interagit ensuite avec la membrane cel-
lulaire et est ensuite internalisé par un endosome. L’acidification de I’endosome conduit a
la protonation de I’histidine ce qui provoque la dissociation du complexe. Le peptide LAH4
ainsi libéré rompt la membrane endosomale ce qui a pour effet de libérer la cargaison d’acide

nucléique®.

Les peptides LAH4 ont montré leur efficacité pour améliorer ’absorption cellulaire d’une
grande variété de cargaisons qui peuvent étre divisées en deux types : virales ou non-virales®!.
Le processus d’administration d’un systéme non viral est appelé transfection, tandis que celui
d’un vecteur viral est appelé transduction. Les CPP de la famille LAH4 peuvent étre utilisés

pour augmenter I'efficacité de la transfection® et de la transduction%.

Certains peptides de la famille LAH4 ont montré un bon potentiel pour le transfert de
génes tel que le peptide LAH4-L1%. D’autres peptides comme le dérivé LAH4-A4, se sont
révélés étre d’excellents amplificateurs de transduction virale lorsque le peptide est utilisé
comme adjuvant dans le cadre de thérapie génique utilisant des lentivirus. Le peptide LAH4-

A4 a été breveté et est commercialisé sous le nom de Vectofusin-126-102,

1.1.2 Auto-assemblage des peptides

L’assemblage peut étre défini comme 'organisation spontanée et réversible de molécules
en assemblages supramoléculaires principalement guidée par des interactions non covalentes

(électrostatiques, hydrophobes, liaisons hydrogene, etc. )12,

Les assemblages de peptides et protéines peuvent étre trouvés a l’état naturel. Par
exemple, la magainine 2 et le PGLa sont des peptides trouvés naturellement dans la peau des
grenouilles Xenopus laevis ou ils constituent une partie importante du systeme immunitaire
inné. Il a été montré que PGLa et magainine 2 forment des assemblages a la surface d’un
modele membranaire constitué de POPE, un lipide anionique typique des membranes bac-
tériennes®. De plus, lorsqu’ils sont combinés, 1'activité antimicrobienne des peptides n’est
pas additive mais présente une augmentation synergique d’'un ordre de grandeur de leurs

activités antibiotiques respectives®.
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L’auto-assemblage des protéines est un domaine particulierement intéressant en biotech-
nologies. Chez ’'Homme, il a été observé que les peptides et les protéines auto-assemblés sont
impliqués dans les troubles neurodégénératifs humains tels que la maladie de Parkinson, la

maladie d’Alzheimer et d’autres maladies??: 2735,

L’auto-assemblage de peptides suscite un intérét croissant dans les domaines des nano-
technologies, de la biologie et de la pharmaceutique. En effet, les peptides sont faciles a
synthétiser, ils sont généralement biocompatible et leur séquence est modifiable pour leur
donner les propriétés chimiques souhaitées. L’ensemble de ces propriétés font des peptides,

des blocs de construction adaptés pour diverses applications biotechnologiques.

Les peptides utilisés dans différents domaines des biotechnologies peuvent étre congus
en imitant des séquences naturelles ou en utilisant des stratégies de novo comme c’est le
cas pour les peptides LAH4. Des études récentes ont permis de concevoir des assemblages
peptidiques adoptant différentes morphologies supramoléculaires telles que des nanotubes,

des spheres, des vésicules ainsi que des fibrilles et des matrices d’hydrogel®* (figure 5).

B-sheet —

& / i \ / Fiber

)
%%/ Self-assembly / )

SV
/ \ Tube

a-helix » \

Peptide
Monomer

/
{

Vesicle

Figure 5 — Représentation schématique de I’assemblage de peptides en différentes naostruc-

tures??

Il a été démontré que les modifications de la séquence primaire des peptides amenent a des
changements dans la structure adoptée par les assemblages. En effet, la répartition des résidus
hydrophobes et polaires dans les séquences primaires peut déterminer I’auto-assemblage®®.
Ainsi les répétitions de résidus hydrophobes et polaires de maniéres alternées peuvent pro-

duire des assemblages de peptides hélicoidaux et amphiphiles avec une face présentant les
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résidus hydrophobes et I'autre face présentant les résidus polaires. Altérer la répétition des
résidus peut aussi permettre de produire des peptides adoptant des conformations en feuilets-
B. Lorsque les peptides sont dans des conformations a-hélicoidales, les résidus hydrophobes
d’un c6té interagissent les uns avec les autres, ce qui permet ’entrelacement de deux hélices

ou plus”? 3.

L’auto-assemblage des peptides LAH4

Les peptides de la famille LAH4 ont montré des propriétés biologiques de fusion avec
les membranes plasmiques ainsi que des propriétes d’auto-assemblage!%®:64:%8 [ ’agrégation
des peptides de la famille LAH4 dépend fortement du pH ainsi que des ions composant
le tampon dans lequel le peptide est solubilisé. L’augmentation du pH est associée a la
déprotonation des histidines et a une plus grande propension aux interactions hydrophobes.
Cette forte propension a ’agrégation du peptide Vectofusin-1 a également été observée par
la formation d'un gel dans certaines conditions. La gélification a été observée pour un pH
de 7,5 autour d’une concentration de 5 mg/mL dans un tampon acétate. Lorsque le pH ou
la concentration est plus élevé, le gel gagne en rigidité. La formation du gel reste toutefois

réversible en abaissant le pH!'".

Pour la formation de fibres, de plus faibles concentrations de peptides sont utilisées. Le
principal parametre d’agrégation étant le pH, la premiere méthode qui a été utilisée est une
augmentation lente du pH par dialyse. Le protocole de fibrillation des peptides Vectofusin-1,
établi par la Dr. Wolf''", repose sur une dialyse de plusieurs jours pour augmenter pro-
gressivement le pH de la solution. Dans ce protocole, les peptides sont solubilisés a une
concentration de 2 mg/ml dans 1’'eau et dialysés contre un tampon phosphate 10 mM a pH
6,2. Un boudin de dialyse de 500 & 1000 MWCO a été utilisé (Spectra/Por, Bioch CE) et le
tampon a été échangé quatre fois pour une dialyse d’une durée d’environ 36-48h. Le boudin

de dialyse a été lavé avec un tampon phosphate 10 mM a pH 6,2.

Les fibres ainsi formées peuvent alors étre isolées par centrifugation pour la réalisation
d’études structurales. Cependant, en utilisant ce protocole, le pourcentage de fibrillation
reste inférieur a 30% nécessitant ainsi une grande quantité de temps ainsi que de matériel

pour étre mis en oeuvre.

Un second protocole a été mis au point par la Dr. Morane Lointier®®. Dans ce protocole,

1mg de peptide lyophilisé dans un microtube est dissous a une concentration finale de 10mM
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dans 50% d’éthanol. L’échantillon est ensuite mis au bain de sonication durant 5 minutes
avant d’étre dilué a une concentration de 0,5mM dans un tampon de fibrillation 10mM de
phosphate ce qui débute le processus d’auto-assemblage. L’échantillon est ensuite incubé
durant 48h a une température de 21°C dans un agitateur Eppendorf Mixer 5432. Les fibres
ainsi formées sont centrifugées durant 10 minutes a 10 000g avant d’étre lavées avec le tampon

de fibrillation afin de retirer de I’échantillon tout peptide n’ayant pas formé de fibrilles.

Exemples d’applications d’assemblages de peptides en biotechnologies

Les polymeéres sont depuis peu utilisés en tant que transporteurs macromoléculaires ca-
pables de surmonter les barrieres de transport qui limitent 'administration de médicaments
aux tumeurs. Ces polymeres sont généralement de grandes molécules hydrophiles liées a un
agent thérapeutique. Ces conjugués peuvent cibler les tumeurs de maniére passive ou active.
Ces transporteurs macromoléculaires ont une demi-vie plasmatique plus longue, présentent
une toxicité réduite, conservent une activité contre plusieurs lignées cellulaires résistantes

aux médicaments et augmentent la solubilité des médicaments peu solubles dans ’eau??.

Les progres récents dans la conception de polymeres a base de peptides ont conduit a
I'utilisation de polypeptides comme vecteurs pour les traitements anticancéreux. L’utilisa-
tion de polypeptides présente plusieurs avantages intrinseques par rapport aux polymeres
synthétiques. En effet, les polypeptides composés d’acides aminés naturels sont susceptibles
de conserver leur biocompatibilité tout au long du processus de dégradation, en se décom-
posant en métabolites excrétés par les voies métaboliques normales. De plus, le contréle sur
la séquence peptidique permet de jouer sur les propriétés des acides aminés qui contrélent la
pharmacocinétique, le transport, la biodistribution et la dégradation du médicament. Enfin,
les polypeptides amphiphiles peuvent étre utilisés pour encapsuler des médicaments dans des
structures auto-assemblées telles que des micelles et des vésicules similaires a celles fabriquées

a partir de polymeéres synthétiques!®.

Une autre technologie qui a récemment vu le jour est 1'utilisation d’Elastin Like Poly-
peptides (ELP). Les propriétés thermosensibles des ELP en font une classe de polypeptides
intéressante pour 'administration de médicaments. Les ELP étant des macromolécules, elles
sont utiles en tant que vecteurs pour le ciblage passif. De plus, il a été démontré que cer-
tains ELP ont une capacité de transition de solubilité in vivo a des températures comprises
entre 37°C, la température corporelle, et 42°C, la température cliniquement autorisée pour

le traitement par hyperthermie™.
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Les micelles polymériques ont récemment fait 1'objet d’études en tant que vecteurs
potentiels de médicaments hydrophobes ou d’acides nucléiques. Ces nanostructures auto-
assemblées sont fabriquées a partir de copolymeres a blocs amphiphiles constitués de deux
blocs de polarité différente. Cette différence entraine la formation de structures micellaires
en solution aqueuse, le bloc hydrophobe de chaque monomere se répartissant dans le coeur
hydrophobe et le bloc hydrophile formant la téte. D’autres différences physiques entre les
blocs, notamment la charge, peuvent influencer la formation ou la destruction des nanopar-
ticules. Le noyau hydrophobe peut étre utilisé pour encapsuler des composés hydrophobes
et augmenter leur solubilité dans un environnement aqueux. Les micelles polymériques ont
généralement une concentration micellaire critique inférieure a celle des micelles de tensioac-
tifs, ce qui permet 'auto-assemblage a des concentrations pertinentes pour ’administration

de médicaments?”.

La RetroNectine est un fragment de fibronectine recombinant couramment utilisé dans
les applications de thérapie génique et de culture cellulaire pour améliorer 'efficacité de
la transduction des vecteurs viraux. La RetroNectine est dérivée de la fibronectine, une
protéine de la matrice extracellulaire. Elle se compose de trois domaines clés, un domaine
de liaison a I'héparine, une région CS-1 contenant le site de liaison pour le récepteur VLA-4
(adf1 intégrine) a la surface des cellules ainsi qu'une séquence RGD se liant au récepteur
VLA-5 (abp1 intégrine) a la surface des cellules. La RetroNectine facilite la liaison et la
colocalisation des vecteurs rétroviraux ou lentiviraux avec les cellules cibles, ce qui améliore
considérablement l'efficacité du transfert de genes. Le fragment de fibronectine établit un
pont entre les particules virales et les cellules cibles en se liant simultanément aux intégrines
de la surface cellulaire et aux particules rétrovirales® 3.

Dans le cadre de notre étude, c’est I'utilisation d’assemblages peptidiques pour 'amé-
lioration de l'administration d’acides nucléiques dans le cadre de thérapies géniques qui
nous intéresse particulierement. L’approche qui nous intéresse consiste a assembler des pep-
tides de la famille LAH4 en fibrilles qui seront ensuite associées a des particules virales en
tant qu’adjuvant, permettant ainsi un meilleur transport transmembranaire de la cargaison
d’acide nucléique d’'une manieére similaire a celle de la RetroNectine. Il a été démontré que
de telles fibrilles facilitent la fusion entre les membranes virales et cellulaires. Les nanofi-
brilles obtenues a partir de peptides auto-assemblés représentent donc une nouvelle classe
d’amplificateurs de transduction. En outre, ces nanofibrilles se sont révélées efficaces dans la

transduction avec une faible cytotoxicité!: 72,
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1.2 Thérapie génique

La thérapie génique est un domaine de la médecine dont le principe repose sur 'utilisation
d’acides nucléiques (ADN ou ARN) pour traiter différentes pathologies. Originellement uti-
lisées pour le traitement de maladies monogéniques, les évolutions réalisées dans le domaine
au cours des vingt dernieres années, tant au niveau technologique que des connaissances,
ont permis d’étendre le champ d’action de la thérapie génique a d’autres maladies incluant

certains cancers.

Le principe de la thérapie génique est de traiter une pathologie en faisant entrer une
séquence d’acides nucléiques dans une cellule cible. Selon le type de maladie que ’on cherche
a traiter, cette action aboutit a I'administration d’'un gene fonctionnel qui remplace ou

supplémente un géne défectueux ou manquant?-31:2,

Les acides nucléiques sont des molécules anioniques, ils sont de ce fait incapables de
rentrer dans une cellule par eux-mémes et nécessitent d’étre transportés au sein de la cellule

par un vecteur afin d’étre exprimés ou intégrés au génome?.

Vecteurs utilisés en thérapie génique

Afin de transporter des acides nucléiques de I'extérieur vers I'intérieur des cellules cibles
dans le cadre de la thérapie génique, la stratégies la plus couramment utilisée est 1'utilisation

de virus.

Plusieurs types viraux différents ont ainsi été utilisés en tant que vecteurs. Les premieéres
stratégies utilisées reposaient sur l'utilisation des virus atténués en ne conservant que les
genes qui ont pour fonction de délivrer du matériel génétique. Plus récemment, des ap-
proches utilisant différents types de virus modifiés, incluant les rétrovirus, les adénovirus ou
encore les virus associés a ’adénovirus ont été développées avec plus de succes. Cependant,
I'utilisation de ce type de virus peut provoquer des réactions immunitaires contre la capside
ou le transgéne et ainsi s’avérer délétere pour le patient®”. C’est pourquoi, de nouvelles mé-
thodes pour augmenter la furtivité du systeme et limiter les réactions immunitaires ont été
mises au point 1°%.

Les différents types de vecteurs viraux qui permettent de faire entrer une séquence

d’acides nucléiques au sein d’'une cellule héte peuvent assurer une expression stable dans
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le temps ou non selon le type de virus employé. Lorsque 'effet thérapeutique recherché peut
étre obtenu par I'expression d’un gene unique dans un tissu post-mitotique, les systemes de
vecteurs non intégratifs au génome de la cellule tels que les virus associés a I'adénovirus sont
privilégiés. Ces virus peuvent étre injectés directement dans le tissu a traiter : on dira alors
46

(

que le traitement est réalisé in vivo*® (figure 6).

Au contraire, lorsqu’il s’agit de traiter des cellules souches avec une expression stable
dans le temps du gene apporté, il faut utiliser un vecteur capable de réaliser une intégration
de la séquence au génome de la cellule hote : le traitement privilégié dans ce cas de figure
est l'utilisation de rétrovirus. Les protocoles actuels pour réaliser ce type de traitements
comprennent l’isolation de cellules souches provenant du patient, suivi de leur modification
génétique en dehors du corps et de leur réintroduction ultérieure dans le patient sous forme

de greffe autologue. On parlera alors de thérapie génique ex vivo*® (figure 6).

Ce type de traitement réduit le risque d’effets indésirables, puisqu’il est moins susceptible
de déclencher la réponse immunitaire et élimine le risque de toxicité due a 'expression du
gene thérapeutique dans des organes non ciblés. Parmi les vecteurs permettant ce type de
thérapies, on peut citer les lentivirus, dérivés de virus humains comme le VIH mais rendus

inoffensifs®9:31,

I X]

Therapautic
gene

'\u'eclc;f.sn Target cell IN VIVD

Figure 6 — Schéma résumant les différentes méthodes de thérapie génique in vivo dans 1’en-

cadré orange et ex vivo dans I'encadré bleu (figure adaptée de®).
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1.2.1 Thérapie génique lentivirale

Les vecteurs lentiviraux présentent un avantage par rapport aux autres vecteurs de thé-
rapie génique car ils offrent la possibilité de délivrer des genes a des cellules non divisées, qui

sont souvent difficiles & cibler avec d’autres vecteurs de thérapie génique?S.

Les vecteurs lentiviraux sont des vecteurs intégratifs, c’est a dire qu’ils inserent le gene
thérapeutique dans le génome de la cellule cible, ce qui permet une expression stable et a
long terme du gene. Le gene thérapeutique est généralement inséré dans le génome viral et

transmis aux cellules cibles & 'aide d’un virus modifié qui a été rendu inoffensif?.

Le transfert de matériel d’acide nucléique dans les cellules par I'intermédiaire d’un vecteur

viral est appelé transduction (figure 7).

Les particules du vecteur lentiviral sont obtenues par 1’assemblage des produits d’ex-
pression de différents plasmides, dont un plasmide codant pour la glycoprotéine d’enveloppe
(responsable de la spécificité du type de cellule cible) et un autre portant la séquence qui doit
étre transmise a la cellule. Nous proposons un mécanisme hypothétique de transduction dans
la figure 7. Dans ce mécanisme, les peptides forment un complexe avec les vecteurs viraux
et interagissent ensuite avec les lipides de la membrane cellulaire. Une fois que le complexe
adhere a la membrane, les peptides vont perturber la membrane eucaryote, facilitant ainsi

I'entrée des vecteurs lentiviraux dans les cellules cibles.
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Figure 7 — Représentation du mécanisme hypothétique de transduction.

Les vecteurs lentiviraux ont été utilisés dans des essais cliniques pour le traitement de
diverses maladies génétiques, y compris les immunodéficiences primaires et les maladies méta-

boliques héréditaires. Dans certains cas, la thérapie génique lentivirale s’est révélée bénéfique

a long terme, comme dans le cas de patients atteints de déficit immunitaire combiné sévere

Cependant, l'efficacité, la sécurité et le colit de la thérapie génique par lentivirus pour-

raient étre améliorés en renforcant les niveaux de transduction des cellules cibles et en ré-

duisant la quantité de lentivirus utilisée sur les cellules.
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1.2.2 L’utilisation d’adjuvants en thérapie génique

La définition d’un adjuvant dépend du champ de la médecine dans lequel ils sont utilisés.
En immunologie, les adjuvants sont des substances non antigéniques ajoutées aux vaccins
ou a d’autres agents thérapeutiques pour renforcer la réponse immunitaire de 1'organisme.
D’une maniere plus générale, en médecine, un adjuvant est une substance qui facilite I'ac-
complissement d'un processus thérapeutique, en renforcant certaines propriétés du principe

actif, ou en ajoutant de nouvelles propriétés.

Dans le cadre de la thérapie génique, 'utilisation d’adjuvants a été mise au point pour

différentes approches.

L’une des approches consiste a utiliser certains adjuvants pour renforcer la réponse im-
munitaire au gene thérapeutique, en particulier dans le contexte de la thérapie génique du
cancer. Dans cette approche, le gene thérapeutique est con¢u pour produire un antigene
tumoral ou une autre molécule immunostimulante, qui peut déclencher une réponse immuni-
taire contre les cellules cancéreuses. Des adjuvants peuvent étre ajoutés a la thérapie génique
pour renforcer la réponse immunitaire et améliorer 'efficacité thérapeutique®6-3°.

Une autre approche consiste a utiliser des adjuvants pour renforcer la réponse immunitaire
au vecteur viral lui-méme, ce qui peut contribuer a améliorer I'efficacité du transfert de genes
et la durabilité de 'expression génétique. Des études ont montré que I'ajout de I'adjuvant
CpG aux vecteurs lentiviraux peut renforcer la réponse immunitaire au vecteur et augmenter
la durée de 'expression du transgéne®’. C’est sur cette approche que nous nous focaliserons

au cours de ce chapitre.

Bien que l'utilisation d’adjuvants dans la thérapie génique lentivirale en soit encore au
stade expérimental, les premiers résultats suggerent que cette approche pourrait étre une
stratégie prometteuse pour améliorer la réponse immunitaire et 1'efficacité thérapeutique de

la thérapie génique lentivirale5*.

Actuellement, divers adjuvants sont utilisés en thérapie génique lentivirale, le mécanisme
d’action de ces additifs cationiques est principalement basé sur leur capacités a neutraliser

les charges membranaires et a favoriser 'agrégation des vecteurs lentiviraux.

On peut ainsi noter I'utilisation de certains polymeres cationiques comme le polybréne %7,

le DEAE-Dextran!!?, ainsi que le LentiBOOST qui un copolymeére thermosensible, constitués

de deux blocs de polyoxyde d’éthylene hydrophile et d’'un bloc de polyoxyde de propylene
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hydrophobe. Il a été démontré que le le LentiBOOST utilisé en conjonction avec le polybrene
permet d’obtenir des taux de transduction élevés pour des types de cellules cliniquement
pertinents. Le LentiBOOST & ainsi fait 'objet de plusieurs essais cliniques aux Etats-Unis

et en Europe, jusqu’a la phase 3 ot il s’est montré siir et cliniquement efficace!%.

On peut aussi citer I'utilisation de lipides cationiques telles que la lipofectine®? et la
lipofectamine*? qui ont montré la capacité de faciliter I'infection par des rétrovirus de cellules
dépourvues du récepteur viral homologue, dans des conditions ou d’autres adjuvants tels que

le polybréne sont inefficace®.

Enfin, 'approche qui nous intéresse le plus dans le cadre de ces travaux est 'utilisation de
peptides cationiques. Par exemple, le sulfate de protamine, un peptide cationique usuellement
utilisé pour inhiber 'action anticoagulante de 'héparine utilisée lors de certaines opérations
chirurgicales. Ce peptide a montré une amélioration de la transduction dede cellules de
fibroblaste par plusieurs types rétroviraux avec une activité proche celle du polybréne'”.
Enfin, il a été montré que des fragments naturels de la prostatic acidic phosphatase, une
enzyme présente de maniere abondante dans le sperme, forment des fibrilles amyloides. Ces
fibrilles, appelées Semen-derived Enhancer of Virus Infection (SEVI), capturent les virions
du VIH et favorisent leur attachement aux cellules cibles, augmentant ainsi le titre viral

infectieux de plusieurs ordres de grandeur®®.

Or, il a été montré que le peptide Vectofusin-1 qui possede une activité biologique d’amé-
lioration de transduction virale?® est capable de former des fibrilles'°®. Nous avons donc cher-
ché au cours de ces travaux a déterminer I'impact de 1’assemblage du peptide Vectofusin-1

sur son activité en tant qu’adjuvant pour la thérapie génique.
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1.3 Etude sur la corrélation entre assemblage des pep-

tides LAHA4 et activité de transduction

1.3.1 Mise en contexte

Le peptide Vectofusin-1 ou LAH4-A4 est un peptide amphipathique cationique qui a
été décrit comme étant un adjuvant améliorant la transduction virale dans le cadre d’une
collaboration entre notre équipe avec TART-TG (Accélérateur de Recherches Technologiques

en Thérapie Génomique) dirigé par la Dr.Anne Galy.

En effet, 1'utilisation de Vectofusin-1 sous sa forme monomérique en tant qu’adjuvant

augmente de maniére significative I'efficacité de transduction de divers lentivirus®?.

Bien qu’il ait été démontré que le peptide adopte une structure a-hélicoidale lors de
I’auto-assemblage, peu d’informations ont été découvertes sur les structures tertiaires et

quaternaires adoptées par ces auto-assemblages!8.

C’est pourquoi dans ce manuscrit, nous nous intéressons aux conditions qui conduisent a
I’auto-assemblage de ces fibrilles peptidiques ainsi qu’aux relations entre la structure et les

fonctions de ces assemblages.

Il a été montré que dans les milieux de culture, le peptide Vectofusin-1 forme rapidement
des complexes de 'ordre de 10nm qui s’assemblent ensuite en nanofibrilles. Ces assemblages
sont capables de s’associer avec des particules virales, permettant de les récupérer facilement
pour une interaction optimale virus-cellule. Concernant leur structure, des tests de fluores-
cence a la thioflavine T ainsi que des expériences de dichroisme circulaire et de spectroscopie

infrarouge ont indiqué que ces fibrilles possédent une structure a-hélicoidale!®®.

Cette derniere information nous intéresse tout particulierement car la plupart des autres

amplificateurs de transduction virale forment des fibrilles 3-amyloides3!.

Il a été observé que la formation de fibrilles est réversible, ce qui présente des avantages
considérables pour la manipulation du peptide dans des conditions bien adaptées aux bonnes

pratiques de fabrication et aux protocoles de thérapie génique évolutifs.

Ainsi, notre objectif a été de tester 'impact de 'auto-assemblage des peptides de la famille

LAH4 sur leur activité biologique d’amélioration de transduction virale dans les conditions
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de thérapie génique ex-vivo.

Interaction peptides/milieux de culture et fibres/milieux de culture

L’étude des interactions entre les biomolécules et leur environnement est essentielle pour

comprendre les mécanismes fondamentaux qui entrent en jeu dans les processus biologiques.

Dans le cadre des stratégies de thérapie génique ex-vivo, des cellules sont prélevées dans le
corps d'un patient, modifiées génétiquement en dehors du corps (ex-vivo), puis réintroduites

dans le corps de celui-ci.

L’étape de modification génétique des cellules est réalisée par transduction des cellules
par des vecteurs viraux tels que les vecteurs lentiviraux. Ces vecteurs integrent le gene
thérapeutique dans le génome de la cellule hote, ce qui permet une expression stable du
gene. C’est durant cette étape que les peptides peuvent étre utilisés en tant qu’adjuvant
afin d’améliorer le passage des particules virales dans la cellule cible et ainsi la transduction

virale.

Lors de ce processus, les peptides se retrouvent ainsi en contact avec le milieu de culture
utilisé pour la croissance des cellules. Le milieu de culture est une solution complexe utilisée
pour favoriser la croissance et le maintien des cellules in vitro. Il fournit les nutriments
essentiels et les facteurs de croissance dont les cellules ont besoin pour croitre, proliférer et
fonctionner. La composition du milieu de culture peut varier en fonction du type de cellules
cultivées et des exigences spécifiques du protocole expérimental mais est en général composé
de sels minéraux, de vitamines, d’acides aminés, de sucres, et des facteurs de croissance,
chacun ayant le potentiel d’'interagir avec les peptides. Ces interactions pourraient affecter

la solubilité ou la structure des peptides, influencant ainsi leur activité biologique.

Nous avons donc voulu déterminer quels sont les effets du milieu de culture cellulaire sur

I’assemblage des peptides de la famille LAH4.

Les fibrilles de peptides préformées pourraient aussi interagir différemment avec les com-
posants du milieu de culture par rapport aux peptides monomériques, ce qui pourrait influen-

cer leur agrégation et différentes propriétés comme leur toxicité et leur activité biologique.

Nous avons donc cherché a déterminer la présence et la nature des interactions entre les

peptides et les milieux de culture ainsi qu’entre les fibrilles de peptides et ces mémes milieux

25



afin de mieux comprendre comment les conditions environnementales peuvent moduler les
propriétés des peptides et de leurs agrégats. Pour ce faire, nous avons utilisé différentes

techniques biochimiques et biophysiques.

Détermination d’interactions par électrophorese

La premiere technique que nous avons utilisé est le SDS-PAGE. Le SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) est une technique couramment utilisée
pour séparer les protéines en fonction de leur masse moléculaire. Cette méthode peut égale-
ment étre employée pour étudier les interactions entre biomolécules. Ici, nous avons cherché
a déterminer si les fibrilles de peptides et les aggrégats formés par I'ajout de peptides mo-
nomériques aux milieux de culture pouvaient retenir certaines protéines présentes dans les

milieux de culture.

Ensuite, afin d’explorer les effets des milieux de culture sur I'organisation structurale des
peptides, nous avons employé la microscopie électronique a transmission (TEM). En incubant
dans différents milieux de culture les peptides monomériques ainsi que des fibrilles pré-
formées en tampon phosphate, nous avons cherché a déterminer si des structures organisées
peuvent se former au contact des milieux de cultures ainsi que leur effet sur la stabilité des

assemblages des peptides.

Test Elisa P24

Les lentivirus qui sont une sous-famille des rétrovirus, possedent des propriétés chimiques
distinctes qui leur conferent une grande efficacité et polyvalence en tant que vecteurs de trans-
fert de genes. Les lentivirus sont enveloppés d’une bicouche lipidique dérivée de la membrane
de la cellule hote. Cette enveloppe lipidique contient les glycoprotéines qui permettent la re-
connaissance et la liaison aux récepteurs cellulaires spécifiques et la fusion avec la membrane
cellulaire. A Vintérieur du virion, les protéines de la capside forment une structure qui protége

le génome viral.

Pour évaluer les propriétés de capture des vecteurs viraux par les peptides, nous avons
utilisé un test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Cette technique sensible et
spécifique nous a permis de quantifier I'interaction entre les peptides et les vecteurs viraux

dans différentes conditions. Nous avons incubé des vecteurs viraux avec des peptides sous
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forme monomérique et fibrillaire pour déterminer 'efficacité de capture de chaque configu-
ration. Apres l'incubation, les échantillons ont été transférés sur des plaques ELISA. En
utilisant des anticorps spécifiques et un substrat chromogene, nous avons détecté et mesuré
la quantité de vecteurs viraux capturés par les peptides. Les anticorps utilisés sont spécifiques

de la protéine p24 qui est une protéine de la capside virale.

Tests de viabilité cellulaire

Dans le cadre de I’évaluation de la sécurité et de l'efficacité potentielle des peptides
pour des applications thérapeutiques, nous avons mené des tests de toxicité comparant les
assemblages de peptides a leurs formes monomériques. Ces tests ont été effectués en utilisant
des cultures cellulaires, ou les cellules ont été exposées a différentes concentrations de peptides
monomériques et de leurs assemblages. Ces analyses nous ont permis de comparer les effets

cytotoxiques des peptides selon leur état d’agrégation.

Tests de transduction

Afin d’évaluer l'efficacité de I'utilisation des fibrilles de peptides en tant qu’adjuvants pour
la transduction virale, nous avons mené une série de tests de transduction sur deux lignées
cellulaires distinctes : HTC-116, une lignée de cellules de carcinome colorectal humain, et
JURKAT, une lignée de cellules de leucémie lymphoblastique T. Ces deux modeles cellulaires
ont été choisis en raison de leurs caractéristiques biologiques spécifiques et de leur pertinence

pour les applications cliniques potentielles.

Dans le cadre de ces expériences, les cellules ont été exposées a des vecteurs viraux en
présence soit de peptides monomériques, soit de leurs assemblages fibrillaires. Le pseudotype
lentiviral que nous avons utilisé est VSV-G-LV, ce vecteur est utilisé dans la plupart des
applications cliniques actuelles de thérapie génique impliquant des cellules souches humaines
lymphoblastiques car il permet d’utiliser des protocoles robustes de production et purification
du virus™.

Cette approche comparative a permis de distinguer les effets des différentes conformations
des peptides sur lefficacité de la transduction virale. Pour quantifier cette efficacité, nous
avons utilisé la cytométrie en flux, une technique spectroscopique permettant de mesurer

I’expression d'un gene rapporteur introduit par les vecteurs viraux. Les résultats obtenus
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nous ont permis de comparer directement 'influence des peptides monomériques et fibrillaires

sur la transduction virale.

1.3.2 Matériel et méthode

Assemblage des peptides LAH4

Un milligramme de peptide lyophilisé dans un microtube a été dissous a une concentration
finale de 10 mM dans 50% d’éthanol. L’échantillon a ensuite été mis au bain de sonication
pendant 5 minutes avant d’étre dilué a une concentration de 0,5 mM dans un tampon de fi-
brillation (tampon phosphate 10mM a pH 7,5), initiant ainsi le processus d’auto-assemblage.
L’échantillon a ensuite été incubé pendant 48 heures a une température de 21°C dans un
agitateur Eppendorf Mixer 5432. Les fibres ainsi formées ont été centrifugées pendant 10
minutes a 10 000g avant d’étre lavées avec le tampon de fibrillation afin de retirer de 1’échan-

tillon tout peptide n’ayant pas fibrillé.

Interaction peptides-milieux de culture

Les peptides sous forme monomeérique ou fibrillaire ont été resuspendus a une concen-
tration de 0,5 mM dans les milieux de culture DMEM, RPMI et X-VIVO et mis a incuber
durant 6h a 37°C. Les échantillons ont ensuite été centrifugés a 10000g durant 10 minutes.
Les culots peptidiques obtenus ont été lavés avec le tampon de fibrillation (tampon phos-
phate 10mM a pH 7,5) puis ont été solubilisés dans de I’eau pure. Un tampon de charge a

été ajouté aux solutions obtenues qui ont ensuite été déposées sur gel SDS-PAGE.

Electrophorese sur gel SDS-PAGE

Les gels utilisés ont été réalisés en suivant le protocole décrit par H.Schigger!®®. Nous
avons utilisé un systeme de séparation en gel SDS composé de 3 parties avec des pourcentages
différents en acrylamide/bis-acrylamide : gel a 4% pour la partie ou les dépots sont réalisés,
10% pour la moitié haute et 16% pour la moitié basse du gel afin d’obtenir une meilleure
séparation des composés durant 1’électrophorese. Enfin, nous avons choisi la coloration au
bleu de coomassie comme méthode de coloration. La migration a été effectuée a 90V durant

30 minutes puis a 150V jusqu’a ce que le front de migration atteigne le bas du gel.
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Des controles ont été réalisés en déposant des fractions contenant les milieux seuls et les

peptides seuls.

Microscopie électronique a transmission

20pL de chaque échantillon a été déposé sur une grille formvar (CFT200-Cu, Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, United States) apres 2 minutes, I’échantillon est retiré de
la grille a I'aide d’un papier buvard puis la grille est laissée a sécher a I’air libre durant 30
minutes. Les grilles sont ensuite rincées abondamment a 1’eau ultrapure afin de retirer les sels
du tampon de fibrillation. Les images de MET ont été collectées en utilisant un microscope
Hitachi H7500 Electron microscope a 80 KeV.

Tests Elisa P24

Le titre de la la protéine de capside p24 du VIH-1 a été déterminée a l'aide d’un kit

ELISA commercial (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France).

Les vecteurs viraux, contenant la protéine de capside p24 du VIH-1, ont été préparés
A une concentration de 5.107 Ig/mL et mis en contact avec les peptides monomériques ou
fibrillaires a une concentration de 12ng/mL. Les échantillons ont été incubés durant 1h ou
6h a 37°C, 5% de COy dans un milieu DMEM complété par 10% de sérum de veau foetal
inactivé a la chaleur. Les échantillons ont ensuite été centrifugé a 13000g durant 10 minutes,
les surnageants ont été séparés des culots et les culots isolés ont été resuspendus dans un
volume équivalent d’H,O afin de désassembler les fibres et ainsi libérer les vecteurs viraux.

L’ensemble des échantillons ont alors été transférés dans des plaques ELISA de 96 puits.

Les plaques ont été lavées plusieurs fois avec du PBS (tampon phosphate salin) pour éli-
miner les éléments non liés. L’anticorps primaire spécifique a la protéine p24, puis 'anticorps
secondaire couplé a une enzyme, ont été ajoutés successivement aux puits et incubés. Apres

chaque étape d’incubation, les plaques ont été lavées avec du PBS.

Un substrat chromogene, I'orthophénylénediamine, a ensuite été ajouté aux puits pour
détecter la présence de l'enzyme liée aux anticorps secondaires, produisant une réaction
colorimétrique proportionnelle a la quantité de vecteurs viraux capturés. La réaction a été
arrétée en ajoutant une solution d’arrét, et I'intensité de la couleur développée a été mesurée
a 'aide d’un lecteur de plaques ELISA.

29



Tests de viabilité

Les cellules HTC-116 et JURKAT ont été cultivées a 37°C, 5% de CO2 dans un milieu
DMEM complété par 10% de sérum de veau foetal inactivé a la chaleur jusqu’a atteindre
une confluence de 70-80%. Les cellules ont ensuite été mises en contact avec les adjuvants
durant 6h. Les cellules adhérentes HTC-116, ont été détachées par utilisation de trypsine.
Les cellules en suspension JURKAT, ont été recueillies par centrifugation. Les cellules ont
ensuite été lavées deux fois avec du PBS afin d’éliminer tout résidu de milieu de culture ou

de trypsine.

Une suspension cellulaire uniforme a été préparée en resuspendant les cellules dans du
milieu de culture frais. Ensuite, un volume égal de solution de bleu trypan a 0,4% a été
ajouté a la suspension cellulaire avant homogénéisation. La solution a été mise a incuber

durant 5 minutes pour permettre la pénétration du colorant dans les cellules mortes.

Apres l'incubation, une goutte de la suspension cellulaire colorée a été placée sur une
lame de microscope ou dans une chambre de comptage (hémocytometre). Les cellules ont été
observées sous un microscope inversé, ou les cellules vivantes apparaissaient non colorées et
les cellules mortes apparaissaient en bleu. Les cellules vivantes et mortes ont été comptées
dans plusieurs champs de vision pour assurer une estimation représentative. La viabilité
cellulaire a été calculée en utilisant la formule suivante : Viabilité cellulaire (%) = (Nombre

de cellules vivantes / Nombre total de cellules (vivantes + mortes)) x 100.

Tests de transduction

Les cellules HTC-116 et JURKAT ont été cultivées a 37°C, 5% de CO, dans un milieu
DMEM complété par 10 % de sérum de veau foetal inactivé a la chaleur.jusqu’a atteindre
une confluence de 70-80%. Les cellules adhérentes HTC-116, ont été détachées par utilisation

de trypsine. Les cellules en suspension JURKAT, ont été recueilli par centrifugation.

Les milieux de cultures contenant les cellules ont ensuite été supplémentés par des pep-
tides sous forme monomérique ou fibrillaire a des concentrations de 6 ou 12 ng/mL ou de
polybléne & une concentration de 8 ng/mL en présence de vecteur lentiviral VSVG contenant
la séquence de la GFP & des concentrations de 0,5.10%, 1.10° ou 5.10° Ig/mL.

Les cellules ont ensuite été incubées pendant 6 heures a 37°C a 5% de CO,. Apres cette
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période d’incubation, le milieu contenant les vecteurs viraux a été remplacé par du milieu frais
afin d’éliminer tout vecteur viral et peptide résiduel. Les cellules ont été incubées pendant une
période supplémentaire de 48 heures pour permettre ’expression de la protéine rapportrice
GFP (Green Fluorescent Protein). Les cellules ont été collectées, lavées et resuspendues dans
du PBS.

La transduction a été évaluée en analysant les titres infectieux déterminés par 1 'intensité
de fluorescence de la GFP mesurée par cytométrie en flux (FACSCalibur; BD Biosciences,
Le Pont de Claix, France).

1.3.3 Résultats et discussion

Interaction peptides milieux de culture et fibres milieux de culture

Lors de I'incubation des peptides sous forme monomérique, une agrégation notable a été
observée. Apres isolation et solubilisation de ces aggrégats en milieux RPMI et X-VIVO,
I’analyse par SDS-PAGE (figure 8) a révélé que des protéines de poids moléculaire apparent
d’environ 40kDa sont présentes dans les dépdts correspondant aux peptides monomeres in-
cubés avec le milieu (dépot 1 & 3; 6 a 8) et majoritaires dans le dépdt milieu seul (dépot
5 et 9) mais absentes du dépdt peptide seul (dépdt 1), indiquant que ces protéines ont été

retenues lors de I'incubation avec les peptides.
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Figure 8 — Gel SDS-PAGE des tests d’interaction peptides monomériques/milieux de culture.
M : marqueur de taille; 1 : Vectofusin-1 pure; 2 : LAH4 + RPMI; 3 : LAH4-L1 + RPMI;
4 : Vectofusin-1 + RPMI; 5 : milieu RPMI; 6 : LAH4 + X-VIVO; 7 : LAH4-L1 + X-VIVO;
8 : Vectofusin-1 + X-VIVO; 9 : milieu X-VIVO

Un résultat similaire a été observé lorsque 'expérience a été réitérée avec des fibrilles

préformées en tampon phosphate (figure 8).
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Figure 9 — Gel SDS-PAGE des tests d’interaction peptides fibrillaires/milieux de culture. M :
marqueur de taille; 1 : Vectofusin-1 pure; 2 : LAH4 + RPMI; 3 : LAH4-L1 + RPMI; 4 :
Vectofusin-1 + RPMI; 5 : milieu RPMI; 6 : LAH4 + X-VIVO; 7 : LAH4-L1 + X-VIVO;
8 : Vectofusin-1 + X-VIVO; 9 : milieu X-VIVO

Ces observations indiquent que les peptides monomériques ainsi que les fibrilles ont la
capacité de s’associer avec les protéines des milieux de culture via des interactions non

spécifiques qui sont susceptibles d’influer sur I'activité biologiques des peptides.

Microscopie électronique a transmission

Lorsque les peptides ont été introduits dans les milieux de culture DMEM et RPMI,
une agrégation notable a été observée. Cependant, les résultats obtenus par microscopie
électronique a transmission ont révélé que cette agrégation ne semblait pas prendre la forme
de fibrilles bien définies. Les images de TEM (figure 10) montrent des structures amorphes et
irrégulieres, contrastant avec les fibrilles allongées et structurées que I’on observe en tampon

phosphate.
Ces résultats suggerent que, bien que les peptides aient tendance a s’agréger dans ces
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milieux, les conditions ne favorisent pas la formation de fibrilles structurées, ce qui pourrait
avoir des implications significatives pour leur fonction et leur efficacité en tant qu’adjuvants

dans la transduction virale.

Figure 10 — Images de microscopie électronique a transmission du peptide Vectofusin-1 ajouté

sous forme monomérique au milieu de culture RPMI. magnification : A. 2000x; B. 20000x

Les observations par TEM ont également révélé un contraste marqué entre la configu-
ration adoptée par les peptides monomériques et les fibrilles préformées dans du tampon
phosphate (figure 11). Contrairement aux peptides monomériques introduits directement
dans les milieux de culture DMEM et RPMI, les fibrilles qui ont été préalablement formées
dans du tampon phosphate sont restées stables et ont conservé leur structure fibrillaire dans
ce tampon méme apres 7 jours d’incubation. Sur les images de TEM, on peut observer que
les fibrilles restent bien définies et homogenes, indiquant que le tampon phosphate fournit

un environnement favorable & la stabilité et a la conservation de la structure des fibrilles.

Ces résultats soulignent I'importance du choix du milieu pour I'auto-assemblage et la
stabilité des fibrilles de peptides, suggérant que le tampon phosphate pourrait étre plus
approprié pour obtenir la conformation fibrillaire des peptides dans des applications biotech-

nologiques.

34



Figure 11 — Image de microscopie électronique a transmission de fibrilles de peptide

Vectofusin-1 ajoutées au milieu de culture RPMI. magnification : 25000x

Il serait donc intéressant d’évaluer la différence d’activité d’amélioration de la transduc-
tion entre les peptides monomériques ajoutés directement au milieu de culture et les fibrilles
préformées en tampon phosphate puis introduites dans le milieu de culture. Cette comparai-
son pourrait fournir des informations cruciales sur I'impact de la conformation des peptides
sur leur efficacité en tant qu’adjuvants pour la transduction virale. Les résultats obtenus
pourraient guider le développement de stratégies optimisées pour 'utilisation des peptides
dans des applications thérapeutiques et expérimentales, en maximisant leur potentiel d’amé-

lioration de la transduction virale.
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Tests de viabilité cellulaire

L’impact sur la viabilité cellulaire lors de ’ajout dans le milieu de culture de trois pep-
tides de la famille LAH4 sous forme monomérique ou sous forme de fibrilles a été testé
pour une mises en contact avec les adjuvants durant 6h, durée habituelle des expériences de
transduction virale. La figure 12 présente les résultats du comptage au bleu trypan. On peut
observer pour les deux lignées cellulaires que I'ensemble des peptides quelle que soit leur
conformation, monomérique ou fibrillaire, induisent une mortalité inférieure a 10%. Ces ré-
sultats concordent avec les résultats publiés précédemment par notre équipe®. L’assemblage
des peptides en fibrilles ne semble donc pas modifier la toxicité des peptides de la famille

LAHA4 envers les cellules humaines.
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Figure 12 — Viabilité cellulaire apres comptages au bleu trypan pour les lignées cellulaires
A. HTC116 B. JURKAT

Test Elisa P24

Cette approche nous a permis de comparer directement les capacités de capture des
peptides en fonction de leur état structural, fournissant ainsi des informations sur I'influence

de la conformation des peptides sur leur interaction avec les vecteurs viraux.

La figure 13 montre 'analyse des fractions par test ELISA. On peut y observer pour
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chaque peptide, la proportion de vecteur quantifié dans le culot et le surnageant pour chaque
échantillon. La présence de vecteur dans la fraction culot indique alors que le vecteur viral
était en interaction avec le peptide et a été "pull down" par la centrifugation. Au contraire,
la présence de vecteur dans la fraction surnageant indique que le vecteur viral est libre dans

le milieu de culture.
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Figure 13 — Résultats de la lecture de plaque ELISA A. 1h d’incubation peptide-vecteur B.
6h d’incubation peptide-vecteur. La partie orange correspond a la fraction culot et la partie

bleue a la fraction surnageant.

On peut ainsi observer sur la figure 13 A. que le vecteur viral ne s’accroche pas dans les
mémes proportions aux différents peptides testés dans la premiere heure d’incubation. Les
peptides qui montrent alors la meilleure capacité a fixer les vecteurs sont la vectofusin-1 sous
forme fibrillaire et le peptide LAH4 sous forme fibrillaire, présentant tous deux une capacité
similaire. En revanche, le LAH4-L1 fixe les vecteurs moins efficacement que les deux autres

peptides.

De plus, il est observable, que chaque peptide sous forme fibrillaire présente une capacité

de capture des vecteurs viraux bien supérieure a leur homologue sous forme monomériques.

Ces résultats indiquent que la conformation fibrillaire des peptides améliore significative-
ment leur capacité a interagir avec les vecteurs viraux, soulignant I'importance de la structure
dans efficacité de capture des vecteurs. La différence d’interaction observable entre les dif-

férents peptides est potentiellement due aux différences de répartition des histidines au sein
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de la séquence® et a la répartition des charges apparentes lorsque le peptide est sous forme

fibrillaire.

En revanche, apres 6h d’incubation, 13 B. nous avons observé que la quantité de vecteurs
capturés par les fibrilles des peptides diminue et devient équivalente a celle des peptides
monomériques. Cette observation suggere qu’'un relargage des vecteurs viraux par les fibrilles
se produit au fil du temps. Ainsi, ces résultats nous conduisent a conclure que, bien que les
peptides sous forme fibrillaire capturent initialement plus efficacement les vecteurs viraux

que les peptides monomériques, cette interaction n’est donc pas permanente.

Le relargage observé pourrait avoir des implications importantes pour 1'utilisation des
peptides fibrillaires dans des applications thérapeutiques, nécessitant une évaluation plus
approfondie de la stabilité des complexes peptide-vecteur sur des périodes prolongées. En
effet, la durée de 6h utilisée lors de cette expérience correspond a la durée de mise en contact
entre les vecteurs viraux et les cellules cibles dans les stratégie de thérapie génique utilisant

des lentivirus.

Tests de transduction

Les figures 14 et 15 présentent des exemples de données brutes obtenues par cytométrie

en flux.

La cytométrie en flux est une technique permettant d’analyser les caractéristiques de
cellules en suspension. Les cellules en suspension sont injectées dans ’appareil de cytométrie
ou elles vont passer une par une devant un faisceau laser. Lorsqu’elles passent devant le
faisceau laser, les cellules diffusent la lumiere, produisant deux types de signaux : la diffusion
de la lumiéere vers 'avant (FSC pour forward scatter), qui indique la taille de la cellule, et
la diffusion de la lumiére latérale (SSC pour side scatter), qui indique la granularité de la
cellule. Si les cellules sont marquées avec des fluorochromes, ceux-ci sont excités par le laser
et émettent de la lumiere a des longueurs d’onde spécifiques. La lumiere émise est captée

par des détecteurs, permettant de mesurer la présence et 'intensité des fluorochromes.
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Figure 14 — Exemple de données brutes obtenues par cytométrie en flux. A. Cellules HTC-
116 non traitées B. Cellules HTC-116 traitées avec le vecteur lentiviral VSVG contenant la
séquence de la GFP a une concentration de 5.10° Ig/mLet 12 ng/mL de fibrilles de Vectofusin-
1.

Sur la figure 14, le premier graphique est une représentation de la diffusion vers I’avant
(SSC-A) par rapport a la diffusion latérale (SSC-A). Cette représentation est utilisée pour
identifier les cellules d’intérét en fonction de leur taille et de leur granularité. Dans notre cas,

les échantillons ne contiennent qu’'un seul type cellulaire et peu de débris.

Le second graphique représente 'intensité de diffusion vers 'avant (FSC-H) par rapport
a la surface de diffusion vers 'avant (FSC-A). Cette représentation est utilisée pour exclure
les doublets de cellules qui peuvent affecter de maniere significative I’analyse et conduire a

des conclusions inexactes.

Avant injection, les cellules ont été marquées avec la 7-aminoactinomycine D (TAAD) qui
est un fluorochrome intercalant de ’ADN qui est utilisé pour marquer les cellules vivantes. Le

troisieme graphique représente I'intensité de fluorescence de TAAD par rapport a l'intensité
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de diffusion vers 'avant (FSC-H). Cette représentation permet de sélectionner les cellules

vivantes pour effectuer les autres détections.
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Figure 15 — Exemple de données brutes obtenues par cytométrie en flux. A. Cellules HTC-
116 non traitées B. Cellules HTC-116 traitées avec le vecteur lentiviral VSVG contenant la
séquence de la GFP a une concentration de 5.10° Ig/mLet 12 ng/mL de fibrilles de Vectofusin-
1

La figure 15 quant a elle montre les résultats de détection de fluorescence du gene rappor-
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teur utilisé durant I’expérience de transduction. Le premier graphique est une représentation
de la fluorescence de GFP par rapport a la surface de diffusion vers 'avant (FSC-A). Cette
représentation permet de déterminer le pourcentage de cellules exprimant le gene de la GFP.
On peut voir pour les cellules non traitées (figure 15A.) qu'il n’y a pas de détection de GFP
alors qu’au contraire, pour les cellules traitées avec I'utilisation de peptide comme adjuvant

(figure 15B.), la fluorescence de GFP est détectée dans les cellules.

Le second graphique quant a lui représente l'intensité de fluorescence de la GFP. La
GFP étant utilisée comme gene rapporteur, son expression est directement proportionnelle

a efficacité de la transduction virale.

Les figures 16, 17, 18 et 19 résument les résultats de la mesure d’intensité de fluorescence
de la GFP par cytométrie en flux pour les souches HTC-116 et JURKAT.

La figure 16 présente I’ensemble des données de transduction des cellules HTC-116 pour

toutes les concentrations de vecteur VSVG.
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Figure 16 — Résultats des mesures d’intensité de fluorescence de la GFP par cytométrie en

flux pour les cellules HT'C-116 ; Contrdle + : polybréne, Controle - : vecteur sans adjuvant.

Afin de faciliter la lecture des données, la figure 17 présente uniquement les résultats
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des tests de transduction des cellules HTC116 utilisant une concentration de vecteurs vi-
raux VSVG de 5.10° Ig/mL permettant une meilleure démarcation des résultats. On peut
observer dans le cas des cellules HT'C-116 que pour I’ensemble des peptides testés, 'activité
de transduction est améliorée par rapport au témoin négatif. L’activité de transduction est
comparable entre les peptides monomériques et les fibrilles, indiquant que, dans ce contexte
cellulaire, la conformation des peptides n’influence pas significativement 'efficacité de la
transduction virale. L’activité de transduction lorsque les peptides sont utilisés comme ad-
juvant reste cependant inférieure a celle du témoin positif, c’est-a-dire la condition ou le
polybrene est utilisé comme adjuvant. On peut noter que les différences de résultats obser-
vées pour ce type cellulaire entre les différents peptides monomériques sont cohérentes avec

les données obtenues précédement par I’équipe®.
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Figure 17 — Résultats des mesures d’intensité de fluorescence de la GFP par cytométrie en
flux pour les cellules HTC-116 & une concentration de vecteurs viraux VSVG de 5.10° Ig/mL;

Controle + : polybrene, Controle - : vecteur sans adjuvant.

La figure 18 présente ’ensemble des données de transduction des cellules JURKAT pour

toutes les concentrations de vecteur VSVG.
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Figure 18 — Résultats des mesures d’intensité de fluorescence de la GFP par cytométrie en

flux pour les cellules JURKAT ; Contréle + : polybréne, Contrdle - : vecteur sans adjuvant.

Afin de faciliter la lecture des données, la figure 19 présente uniquement les résultats
des tests de transduction des cellules JURKAT utilisant une concentration de vecteurs vi-
raux VSVG de 5.10° Ig/mL permettant une meilleure démarcation des résultats. Pour le
cellules JURKAT, au contraire des cellules HT'C-116, les fibrilles de peptides démontrent
une activité de transduction nettement supérieure par rapport aux peptides monomériques
qui eux ne montrent pas d’effet d’amélioration de transduction sur ce type cellulaire a de
faibles concentrations de VSVG et semblent montrer une action d’inhibition & 5.10° Ig/mL.
Cette observation suggere que la structure fibrillaire des peptides peut faciliter I'interaction
et l'entrée des vecteurs viraux dans les cellules JURKAT, améliorant ainsi 'efficacité de
la transduction. On peut noter ici que 'augmentation de 'activité de transduction virale
lorsque les fibrilles de Vectofusin-1 sont utilisées comme adjuvant est supérieure au controle
positif et on pourrait donc en conclure que les fibrilles de Vectofusin-1 sont un meilleur

adjuvant que le polybrene pour ce type cellulaire.
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Figure 19 — Résultats des mesures d’intensité de fluorescence de la GFP par cytométrie
en flux pour les cellules JURKAT & une concentration de vecteurs viraux VSVG de 5.10°

Ig/mL; Controle + : polybrene, Controle - : vecteur sans adjuvant.



Ces résultats mettent en lumiere I'importance de la conformation des peptides dans leur
activité biologique. On peut alors imaginer qu’a l’avenir, I'optimisation des stratégies de
transduction virale, en particulier pour les applications thérapeutiques devra prendre en
compte non seulement la séquence des peptides utilisés comme adjuvants, mais aussi leur
état d’organisation, la stabilité de celui-ci dans le temps ainsi que les types de cellules spécifi-
quement ciblées. Pour cela, une étude plus poussées sur des échantillons issus de prélevements

de patients comme dans de précédents travaux de TART-TG% devra étre réalisée.

Cependant, bien qu’il semble y avoir un lien évident entre I’assemblage supramoléculaire
des peptides et leur fonction biologique, les mécanismes mis en jeux restent encore a élucider.
Il est possible que des facteurs tels que la répartition des charges sur les peptides ou la taille
des particules formées par les assemblages jouent un réle crucial dans cette interaction. Pour
avancer dans cette compréhension, notre objectif principal sera dans les prochains chapitres
de ce travail d’obtenir des informations plus détaillées sur les assemblages des peptides et
leur conformation. En approfondissant notre connaissance de ces structures, il nous sera
alors possible d’orienter notre utilisation des peptides de la famille LAH4 afin d’obtenir une

meilleure activité biologique dans le cadre de la thérapie génique.
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Chapitre 2

Production d’échantillons pour I’étude

structurale du peptide Vectofusin-1

Les études structurales des protéines jouent un role crucial dans la compréhension de
leurs fonctions et des mécanismes biologiques. La précision et la fiabilité des résultats de ces
études dépendent de la qualité des échantillons de protéines utilisés pour I’analyse. Plusieurs

qualités essentielles sont indispensables pour garantir le succes des études structurales.

La vérification de l'identité de la protéine est fondamentale pour éviter d’étudier la mau-
vaise protéine ou un contaminant. Pour ce faire, la spectrométrie de masse et d’autres tech-

niques analytiques telles que 1’électrophorese sur gel SDS-PAGE sont utilisées.

Une des principales qualités requises pour un échantillon de protéines est 1’obtention
d’une protéine pure. Les contaminants peuvent interférer avec la structure et la fonction
de la protéine, ce qui entraine des données inexactes et des interprétations erronées. De
plus, un échantillon de protéines structuralement homogene est essentiel pour obtenir des
résultats clairs et interprétables. Si une protéine existe sous plusieurs conformations ou états
oligomériques, 1’analyse se révele souvent compliquée voire impossible selon les techniques

utilisées.

La stabilité des protéines est une autre qualité essentielle pour la réussite des études
structurales. Les protéines instables peuvent se dénaturer ou s’agréger au cours du processus
expérimental, ce qui conduit a des résultats faussés. Une sélection minutieuse des conditions
de formation de ’échantillon (tampons utilisés, température etc.) peut contribuer a maintenir

la stabilité et 'intégrité de la protéine.
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Une concentration adéquate en protéines est essentielle pour obtenir des données fiables,
en particulier dans des techniques telles que la cristallographie aux rayons X ou la spectro-
scopie RMN. Une concentration insuffisante en protéines peut entrainer des signaux faibles,

ce qui rend difficile la détermination précise de la structure de la protéine.

Ainsi, un échantillon de protéine hautement pure, homogene, stable et soluble, dont I’iden-
tité et 'activité sont connues, constitue une base solide pour une analyse structurale réussie.
En outre, la compréhension de la taille de la protéine, de son état oligomérique et de ses
modifications post-traductionnelles augmente encore les chances d’obtenir des informations

structurales significatives.

Les peptides sont de tres courtes protéines. Les peptides peuvent étre constitués au
maximum de quelques dizaines d’acides aminés, tandis que les protéines peuvent en contenir
quelques centaines voir milliers. Les protéines ont souvent des fonctions plus complexes et

variées que les peptides en raison de leur taille et de leur structure plus grandes.

Il existe plusieurs méthodes pour obtenir des peptides et protéines en laboratoire. Les
deux principales méthodes étant la syntheése chimique et l'extraction a partir de sources
naturelles. La méthode d’obtention des protéines peut étre plus difficile en raison de leur

taille plus grande et de leur structure plus complexe.
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2.1 Syntheése peptidique

La synthese de peptides en phase solide (SPPS) est la méthode la plus utilisée pour la
synthese chimique de peptides. Elle a été introduite pour la premiere fois par Robert Bruce
Merrifield au début des années 1960 et est devenue depuis une technique fondamentale dans le
domaine de la chimie des peptides™. La SPPS permet I’assemblage progressif de peptides en
attachant des acides aminés a un support solide, généralement une résine, et en effectuant la
synthese sur cette phase solide. Cette approche présente de nombreux avantages, notamment
d’obtenir une grande pureté, une facilité de purification et la possibilité d’automatiser le

processus pour une production de peptides a haut débit.

La syntheése commence par 'ancrage de 'extrémité C-terminale du dernier acide aminé
de la séquence au support solide. Les supports solides couramment utilisés comprennent des
billes de polystyrene, des résines de polyacrylamide ou des matériaux similaires avec des
groupes fonctionnels adaptés a la syntheése de peptides. Les groupements amines terminaux
des résidus sont protégés par un groupe protecteur amovible afin d’éviter les réactions non
désirées a cet endroit pendant la synthese. Le groupe protecteur couramment utilisé est le
groupe Fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc). La protection des groupements des chaines la-
térales tels que les amines des lysines se fait par I'intermédiaire d’un autre type de groupe
protecteur comme le Boc. Une étape de déprotection permet d’enlever le groupe Fmoc tout
en conservant les groupes protecteurs des chaines latérales, permettant ainsi le couplage
avec le résidu suivant. Cette étape est essentielle pour s’assurer que seul le lien peptidique
souhaité est formé a chaque itération. Le résidu suivant est couplé a la chaine croissante
de peptides en faisant réagir son groupe carboxyle avec le groupe amine de l'acide aminé
précédent attaché au support solide. Ce couplage est réalisé a I’aide d’un réactif de couplage,
I'Hexafluorophosphate Benzotriazole Tetramethyl Uronium (HBTU). Ces étapes de dépro-
tection et de couplage sont répétées jusqu’a I'obtention de la séquence complete du peptide.
Le peptide complet est alors clivé de la résine. Le déroulement de la synthese peptidique est

illustré dans la figure 20.
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Figure 20 — Représentation schématique du principe de la SPPS. Adapté de'?

L’utilisation d’acides aminés isotopiquement marqués *C¥N lors de la synthése pepti-

dique permet d’obtenir des peptides marqués a des positions spécifiques.
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2.1.1 Synthese des peptides LAH4

Les peptides LAH4 (KKALL ALALH HLAHL ALHLA LALKK A-NH,) ; LAH4L1 (KKALL
AHALH LLALL ALHLA HALKK A-CONH; ); Vectofusin-1 (KKALL HAALA HLLAL
AHHLL ALLKK A-CONH;) d’'une masse moléculaire de 2778,48 Da ont été préparés par
synthese chimique en phase solide, a ’aide d'un synthétiseur automatique de peptides Mil-
lipore 9050 (Eschborn, Allemagne) (figure 21). La synthese a été effectuée sur une résine
TentaGel-R-RAM (Rapp Polymer GmbH, Tubingen, Germany) en utilisant un exces de 4
fois d’acides aminés protégés par Fmoc (Cortecnet, Voisins les Bretonneux, France). Apres
clivage de la résine a I'acide trifluoroacétique (TFA), les peptides ont été purifiés par HPLC
en phase inverse (Gilson, Villiers-le-Bel, France) en utilisant une colonne C18 préparative
(Luna, C18-100 A-5 pm, Phenomenex, Le Pecq, France), et 1’élution des fractions a été sui-
vie par absorption UV de la phase mobile & 214nm. Un gradient acétonitrile/H,O avec 0,1%
constant de TFA a été utilisé comme phase mobile, le solvant A utilisé est composé de 10%
d’acétonitrile et 0,1% de TFA, le solvant B composé de 99,9% d’acétonitrile et 0,1% de TFA.
Le gradient commence a 35% d’acétonitrile et termine & 70% en 20 minutes. L’identité et
la pureté du peptide au sein des fractions collectées a été déterminée par spectrométrie de
masse MALDI-TOF (MALDI-TOF Autoflex, Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

1 5 10 15 20 25

LAH4 KKALL ALALH HLAHL ALHLA LALKK A
LAH4-11 KKALL AHALH LLALL ALHLA HALKK A
LAH4-A4 KKALL HAALA HLLAL AHHLL ALLKK A

Figure 21 — Alignement de séquence des peptides LAH4 synthétisés. Tous les peptides pos-
sedent la méme composition en termes de résidus, leur donnant la méme masse moléculaire de
2778,48 Da. Le principal facteur qui différencie ces peptides est la disposition des histidines

au sein de la séquence®®.
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2.2 Surexpression du marqué PC'’N-Vectofusin-1

Afin de pouvoir réaliser une étude poussée des fibres de la Vectofusin-1, il est nécessaire
de disposer de peptides isotopiquement marqués *C'°N de maniére uniforme pour pouvoir
faire des études structurales par RMN. Jusqu’a présent, la production du peptide avait été
réalisée par synthese peptidique et permettait des études en abondance naturelle ou avec des
marquages sélectifs seulement sur certains résidus car le marquage uniforme du peptide est

trop onéreux par synthese en phase solide.

Le marquage de protéines consiste a introduire des atomes marqués isotopiquement dans
une protéine ou un peptide, afin d’étudier la structure, la dynamique et les interactions de la
protéine a 'aide de la spectroscopie RMN. Le marquage isotopique peut étre réalisé en faisant
exprimer la protéine ou le peptide par un systeme recombinant qui peut étre un organisme
vivant ou un systeme in vitro dans un milieu contrélé ou les seules sources de carbone,
d’azote ou de deutérium sont celles apportées au milieu sous formes de précurseurs enrichis
en isotopes!?. Les marquages isotopiques les plus couramment utilisés pour la spectroscopie
RMN des protéines sont le N, le 3C et le 2H. L’utilisation de systémes d’expressions
recombinants permet le marquage uniforme des protéines a un cotit largement réduit comparé

a la synthese peptidique.

Le marquage des protéines permet d’effectuer des expériences RMN multidimension-
nelles qui auraient un temps d’acquisition bien trop long avec des protéines en abondance
naturelle. En effet, en abondance naturelle, la fréquence d’apparition de deux noyaux d’un
isotope détectable est bien trop faible (1,07% pour le 3C et 0,364% pour le N). Ces expé-
riences permettent de déterminer la structure 3D de la protéine ou du peptide étudié, ainsi
que d’identifier les interactions intermoléculaires avec des ligands, d’autres protéines ou des
acides nucléiques. Le marquage isotopique améliore également la sensibilité des expériences
de RMN, en permettant la détection d’espéces peu abondantes et la mesure des temps de

relaxation et des déplacements chimiques avec une grande précision.

2.2.1 Principes biologiques de la surexpression

Dans le cadre d'une expression par un systéme recombinant il existe plusieurs méthodes
de marquage des protéines, notamment le marquage uniforme et le marquage sélectif. Dans

les deux cas, la réalisation du marquage consiste a introduire des précurseurs marqués isoto-
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piquement dans le milieu de croissance de 1’organisme ou du systeéme in vitro, ce qui entraine
I'incorporation des atomes marqués dans tous les acides aminés de la protéine ou du peptide
soit sur toutes les positions dans le cas d'un marquage uniforme soit uniquement sur cer-
taines positions des chaines latérales et du squelette peptidique dans le cas d’'un marquage

sélectif.

Le marquage sélectif peut étre particulierement utile pour 1’étude de protéines de grande
taille, ou un marquage uniforme peut entrainer un chevauchement des signaux et une di-
minution de la sensibilité. Ce marquage vise généralement & réduire le nombre de signaux
et donc le degré de chevauchement spectral et d’encombrement. Un exemple de marquage
sélectif est 1'utilisation de [1,3-2C]-glycerol et de [2-'3*C]-glycerol dans le milieu de culture
des bactéries produisant la protéine recombinante. Ainsi, les acides aminés synthétisés par

la voie de 'acide citrique donnent lieu & un mélange de différents isotopomeéres™!.

Le systeme recombinant choisi pour effectuer I'expression de la Vectofusin-1 est la bac-
térie E.coli. Les bactéries de cette espece présentent I’avantage d’avoir une croissance rapide
(temps de génération de 30 minutes pour certaines souches) avec des densités tres hautes
dans des milieux peu onéreux. De plus, E.coli est ’espece bactérienne la plus étudiée et donc
la mieux documentée™, ainsi, un grand nombre de différentes souches d’E.coli optimisées

pour les différents systémes d’expressions selon les besoins de production ont été crées.

La multitude de vecteurs d’expression et de souches bactériennes mutées disponibles
permettant un grand controle sur la régulation de ’expression protéique rendent ce systeme
d’expression tres attractif. Ces caractéristiques font d’FE.coli un outil rapide et économique
pour la production de protéines recombinantes, et ¢’est pourquoi F.coli est un des hotes le
plus souvent utilisé pour la production de protéines recombinantes en grandes quantités!t.
De facon générale, pour surexprimer une protéine chez FE.coli, il est nécessaire de cloner le
gene qui code pour la protéine d’intérét dans un vecteur d’expression dont les caractéristiques
seront développées par la suite. Celui-ci est alors introduit dans la cellule hote par méthode

physique (électroporation) ou chimique (CaCly).

L’expression de la protéine d’intérét est alors effectuée en utilisant la machinerie de la
cellule bactérienne, il est ainsi nécessaire d’en réguler 'expression. De plus, 'expression de
genes provenant d’un autre organisme par FE.coli peut souvent s’avérer étre délétere pour la
bactérie dii a une toxicité engendrée par la protéine exprimée. Dans notre cas, la Vectofusin-1
étant un dérivé de peptide antimicrobien, sa production en systéme bactérien engendre une

forte toxicité qui doit étre réduite afin de pouvoir produire le peptide en quantités suffisantes
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pour l'étude par RMN du solide. La Vectofusin-1 a montré une concentration minimale
inhibitrice (MIC) de 12uM a pHb5, indiquant une forte capacité de réduction de la viabilité

des bactéries® 61,

2.2.2 L’utilisation de protéines de fusion pour ’expression en sys-

témes recombinants

Afin de contourner la toxicité des peptides lors de 'expression par F.coli, la stratégie que
nous avons adoptée est 1'utilisation d’une protéine de fusion®3. L’utilisation de protéines en
tant que partenaires de fusion pour I’expression d’une protéine ou d’'un peptide peut avoir
plusieurs objectifs. Dans le cas de plus grandes protéines pour lesquelles on cherche une
expression sous forme soluble et avec un refolding a 1’état natif, 'utilisation de protéines

SUMO comme partenaire de fusion est une pratique répandue!4.

Dans le cas de protéines difficiles a purifier, I'utilisation de la glutathion-S-transferase
(GST) en tant que partenaire de fusion apporte la possibilité de réaliser une séparation
par affinité de cette protéine grace a son interaction spécifique avec le glutathion¢. Dans
le cas des peptides antimicrobiens, la plupart des systémes de fusion ont pour objectif que
I’expression soit faite de maniere insoluble et aboutisse a la formation de corps d’inclusion,
permettant ainsi de réduire voire neutraliser la toxicité des peptides. Pour cela, plusieurs
partenaires de fusion insoluble comme la polyedrine du baculovirus!*, la ketostéroide iso-

65 ou encore le fragment de 74 'opéron tryptophane® ont été utilisés. Il se peut aussi

mérase
que la protéine soit exprimée en corps d’inclusions alors que le partenaire de fusion est une
protéine soluble®?. Selon les partenaires de fusion utilisés, les méthodes de clivage ainsi que
les quantités de peptide d’intérét produit sont variables, c¢’est pourquoi le choix d’un bon

partenaire de fusion est crucial.

Dans le cas de la production de la Vectofusin-1, nous avons choisi d’utiliser le facteur
de transcription humain TAF12 (TATA-box binding protein associated factor 12) comme
partenaire de fusion. TAF12 est originellement une protéine de 8 kDa qui est trouvée dans
les noyaux des cellules humaines et qui s’associe avec ’ARN polymérase II en complexes qui
se lient a des éléments régulateurs situés a proximité du site de départ de la transcription.
L’utilisation de la protéine TAF12 comme partenaire de fusion s’est avérée fructueuse dans
le cas de I'expression du peptide LAH4 en systéme recombinant FE.coli, la méme approche a

donc été choisie pour I'expression de la Vectofusin-11%Y. La figure 22 présente la composition
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de la séquence de cette protéine de fusion.
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Figure 22 — Représentation schématique de la séquence du geéne codant pour la protéine
de fusion TAF12-Vectofusin-1. Cette séquence contient 'ORF (Open Reading Frame) de la

protéine TAF12 suivie d’une étiquette 6 histidines qui peut étre utilisée pour une étape de

purification par chromatographie d’affinité. Suite a cela on trouve les séquences de clivage

spécifiques de la protéase thrombine et de I’entérokinase. Enfin, on retrouve la séquence de

la Vectofusin-1 précédée d’un site Aspartate Proline utilisé pour réaliser le clivage chimique

a 'acide formique.

La séquence de la protéine de fusion TAF12-Vectofusin-1 a été clonée dans un vecteur

d’expression pTIPX4 (TAF12-mediated Insoluble Peptide eXpression) détaillé dans la figure

23, ce vecteur est dérivé du vecteur pET28b.
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Figure 23 — Représentation schématique du vecteur pTIPX4-Vectofusin-1 utilisé pour la sur-
rexpression de la protéine de fusion TAF12-Vectofusin-1. Ce vecteur contient un promoteur
fort T7 (T7 promoter), le géne codant le répresseur lacl qui régule le promoteur T7 en se
fixant sur opérateur lac (lac operator). On trouve ensuite des sites de clonage multiples
(MCS) qui permettent 'insertion du géne d’intérét ainsi que le terminateur de transcription
(T7 terminator), Ce vecteur contient également un gene de résistance a la kanamycine et

une origine de réplication (ori).™

Le systeme d’expression pET est I'un des systemes les plus utilisés pour le clonage et

I’expression in vivo de protéines recombinantes chez F.coli. Ce systeme est basé sur 1'utilisa-

35



tion de 'ARN polymérase du bactériophage T7 qui possede une grande sélectivité pour ses
séquences promotrices ainsi qu'un niveau élevé d’activité et une bonne efficacité de la tra-
duction qui est gérée par les signaux d’initiation de la traduction du gene T7 10. Les souches
bactériennes utilisées en conjonction avec ce systeme d’expression posseédent dans leur chro-
mosome le géne (fragment DE3 du prophage) codant pour la polymérase T7 sous contrdle
du promoteur lacUV5 de 'opéron lactose régulé par 'opérateur lac. Sur ce chromosome se
trouve aussi le gene qui code pour le répresseur lacl. Celui-ci, sous forme de tétramere, se fixe
sur lopérateur lac ce qui empéche l'initiation de la transcription de 'ARN T7 polymérase™

(figure 24).

IPTG induction Host cell IPTG Induction

E.coli RNA T7 RNA ‘
polymerase v polymerase v

T7 gene 1 Target gene
i T7 RNA polymerase 99

laco > of I e 1ac0

3 :
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\
\
\
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g
/
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Figure 24 — Représentation schématique de la régulation de la transcription du systeme pET.
Le répresseur Lacl empéche la production de ’ARN polymérase T7. Lors de I'induction par
isopropyl 8-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), cette répression est levée et 'ARN polymé-
rase T7 est produite. L’ARN polymérase se fixe ensuite au promoteur T7 situé sur le vecteur

pET afin de transcrire le géne codant pour la protéine d’intérét. Figure adaptée de™ .

Dans le systeme pET, la séquence codante de la protéine d’intérét est clonée en aval
du promoteur T7 et des séquences d’initiation du gene T7 10. La souche E.coli d’intérét
sera alors transformée par ce nouveau vecteur d’expression. L’étalement des bactéries sur
gélose en présence de l'antibiotique (ici la kanamycine) permet de sélectionner celles ayant

intégré le vecteur d’intérét et donc a méme d’exprimer le peptide d’intérét. Les colonies sont
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alors mises en culture avant de procéder a l'induction de l’expression par 'IPTG. L'IPTG
active un ensemble de genes intégrés dans le chromosome bactérien ou I’ARN polymérase
T7 est exprimée a partir du promoteur lacUV5. En raison de la spécificité du promoteur T7,
I’expression basale des genes cibles clonés est extrémement faible dans les souches dépourvues
d’une source d’ARN polymérase T7. L’ARN polymérase T7 induite est hautement active et
son activité surpasse essentiellement celle de I’ARN polymérase de ’hote. Ce phénomene,
associé a une traduction tres efficace, permet d’atteindre des niveaux d’expression dans
lesquels la protéine cible peut constituer la majorité des protéines cellulaires, et ce apres

seulement quelques heures.

2.2.3 Matériel et méthode : Expression de la protéine de fusion
TAF12-Vectofusin-1

L’expression de la protéine de fusion TAF12-Vectofusin-1 a été réalisée dans des cel-
lules compétentes E.coli DE3 Oneshot BL21 Star 7™ (Invitrogen, Cat. No. C6010-03) qui
présentent une délétion du gene codant pour la RNase E, permettant ainsi de réduire la

dégradation des ARN messagers au sein de la cellule. La séquence codant pour la protéine
de fusion TAF12-PVF1 a été clonée dans le vecteur pTIPX4.

Une colonie de bactéries transformées par le vecteur pTIPX4-Vectofusin-1 a été utili-
sée pour ensemencer un Erlenmeyer contenant 20mL de milieu M9 marqué isotopiquement
BCYN (composition détaillée dans le tableau 2.1) traité a une concentration de 25ug/mL
de kanamycine puis incubés a 37°C pendant 18h sous agitation constante. Cette préculture
a ensuite été ajoutée a un Erlenmeyer contenant 1L de milieu M9 marqué isotopiquement
I3CN puis incubé a 37°C sous agitation constante jusqu’a ce que la densité optique a 600
nm de la culture atteigne une valeur de 0,8 (environ 3h). L’induction de I'expression pro-
téique est alors réalisée par ajout d’IPTG a une concentration finale de ImM. La culture est
ensuite incubée a 37°C sous agitation constante durant 4h. La culture est ensuite centrifugée

a 10000g pendant 10 minutes a 4°C afin de récupérer le culot bactérien.
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Tableau 2.1 — Composition des milieux M9

Milieu M9
Solutions | Concentration finale (mM) | Concentration finale (g/L)
Sels M9 0,5
NH,Cl 0,5
Glucose 4
MgSO,, TH,O 2
CaCly, 2H20 0,1
FeSO4, TH,0O 0,0001
Thiamine 0,01
Biotine 0,01
Kanamycine 0,05
Sels M9
Sels Concentration finale (mM)
Na,HPO, 316,99
KH,PO4 183,71
KyHPO, 545,35
KsS0, 68,86
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2.2.4 Reésultats et conclusions

L’évolution de culture a été réalisée par spéctrophotométrie d’absorption a 600nm. La

figure 25 représente graphiquement cette évolution.

Une quantité de 6,6g de culot bactérien a été obtenue par litre de culture.
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Figure 25 — Suivi de la culture bactérienne par spéctrophotométrie d’absorption a 600nm.

Le temps Oh représente le temps auquel 'induction a 'IPTG est effectuée.
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2.3 Purification du peptide *C'°’N-Vectofusin-1

2.3.1 Introduction

La purification des protéines et des peptides est une étape cruciale en biologie moléculaire
et en biochimie. La purification permet d’isoler et de concentrer spécifiquement une protéine
ou un peptide d’'intérét a partir d’'un mélange complexe, comme un lysat cellulaire ou une
solution synthétique. Cependant, les procédures de purification peuvent varier en fonction

de la source de la protéine ou du peptide.

Les différences fondamentales entre la purification d’une synthese peptidique et celle d’un
produit d’expression bactérienne résident dans leur origine et leurs propriétés intrinseques.
Les peptides synthétiques sont généralement de petite taille, souvent inférieure a 50 acides
aminés, ce qui facilite leur purification par des méthodes chromatographiques directes. En
revanche, les protéines issues d’expression bactérienne sont plus grandes et peuvent étre
accompagnées de contaminants cellulaires, tels que protéines hétes, ADN, ARN et lipides.

Leur purification nécessite donc des techniques plus sophistiquées et spécifiques.

Les étapes communes de purification pour les protéines et les peptides incluent 'extrac-
tion de la source (organisme recombinant ou SPPS), suivie d’une ou plusieurs étapes de
séparation basées sur des propriétés physiques ou chimiques spécifiques, telles que la taille,
la charge, I’affinité, I’hydrophobicité, etc. Ces méthodes peuvent inclure la chromatographie,

la centrifugation, la filtration et la précipitation entre autres techniques.
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2.3.2 DMatériel et méthode : purification de peptides d’origine bac-

térienne

Lyse bactérienne

Le culot bactérien obtenu a la suite de la surrexpression est repris dans un tampon de
lyse 500 mM Tris, 3 M NaCl, 1% Triton X-100 pH 8,2. Les cellules sont ensuite lysées
mécaniquement par sonication, 10 cycles de 15 pulsations suivies de 50 secondes de repos.
Les tubes sont ensuite centrifugés a 10000g durant 30 minutes a 4°C. Ce protocole est répété
deux fois avec le méme tampon puis une a deux fois avec un tampon sans Triton X-100 afin

d’éliminer la présence de détergent.
Clivage de la protéine de fusion

Les culots bactériens ont été resuspendus dans 2mL d’acide formique 100% puis apres vor-
tex dilués avec une solution a 50% d’acide formique jusqu’a un volume de 12mL. L’échantillon
est alors incubé a 50°C durant 24h dans un bain-marie afin de cliver la liaison peptidique
entre 1’Aspartate et la Proline situés entre la protéine TAF12 et le peptide Vectofusin-1.
La protéine TAF12 qui possede un seul site DP au sein de sa séquence a été modifiée par
mutagenese dirigée afin de ne pas présenter d’autre site de clivage a 1’acide formique. Suite a
I'incubation, I’échantillon est centrifugé a 10000g durant 30 minutes puis le culot est lyophi-
lisé sur la nuit. Apres cette étape de clivage chimique, un résidu proline reste sur la séquence

du peptide Vectofusin-1 en N-terminal.
Purification par HPLC

Le peptide a finalement été purifié par HPLC en phase inverse (Gilson, Villiers-le-Bel,
France) en utilisant une colonne préparative C4 (Jupiter, C4-300 -5 pm, Phenomenex, Le
Pecq, France). Un gradient acétonitrile/HsO avec 0,1% constant de TFA a été utilisé comme
phase mobile. Le solvant A utilisé est composé de 10% d’acétonitrile et 0,1% de TFA, le
solvant B composé de 99,9% d’acétonitrile et 0,1% de TFA. Le gradient commence a 35% de
solvant B et termine a 70% en 20 minutes. L’élution des fractions a été suivie par absorption
UV de la phase mobile a 214nm. L’identité et la pureté du peptide au sein des fractions
collectées a été déterminée par spectrométrie de masse MALDI-TOF (MALDI-TOF Autoflex,

Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
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2.3.3 Résultats et conclusions

En utilisant le protocole de purification des peptides LAH4 surexprimés en systeme E.coli

précédement mis au point par notre équipe!®”, une coélution de la Vectofusin et du TAF12

a pu étre observée lors de 'étape de purification par HPLC (figures 26 et 27).
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Figure 26 — Chromatograme de la purification de Vectofusin-1 par HPLC en phase inverse.

Le chromatogramme jaune représente la détection UV 280nm, le chromatogramme bleu

représente la détection UV 214nm. La coélution de Vectofusin-1 et TAF12 est retrouvée

dans la fraction contenant le pic principal sortant & 16 minutes (Issu de Wolf 2018)7
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Figure 27 — Spectre de masse MALDI-TOF de la fraction HPLC de la purification de
Vectofusin-1 décrit dans la figure 26. Le pic a 2875 Da correspond au peptide Vectofusin-1,
les autres pics correspondent aux différents états de charges du TAF12 (Masse : 11867 Da)''”

L’hypothese qui avait été avancée pour expliquer la coélution de Vectofusin-1 et TAF-12
est que malgré de grandes similitudes de séquences, les peptides peuvent présenter une ré-
partition des charges apparentes différentes, ce qui entraine des temps de rétention différents
sur les colonnes de phase inverse. Par ailleurs, I'expression bactérienne, la complexité du
milieu et, dans notre cas, la présence de TAF12 peuvent également induire des modifications

du profil d’élution.

Ainsi, une adaptation du protocole a donc été nécessaire afin d’obtenir une seule fraction

HPLC ne contenant que la Vectofusin-1.
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2.4 Séparation de la Vectofusin-1 du TAF12

Afin de remédier au probleme de coélution du TAF12 avec la Vectofusin-1, plusieurs mé-
thodes avaient été tentées précédement par la Dr. Wolf. Différents solvants utilisés pour la
solubilisation du culot obtenu apres clivage a ’acide formique, avant ’étape de purification
par HPLC ont été testés. Ni le HFIP, ni TACN a 10%, ni I'acide formique a 50% n’avaient
permis de séparer Vectofusin-1 et TAF12 par HPLC bien qu’un décalage dans les différents
profils d’élution était observable. De méme, une dénaturation dans 6M de chlorure de gua-
nidinium a été tentée mais n’a pas permis de séparer Vectofusin-1 et TAF12 avec a nouveau

un effet notable sur les profils d’élution par HPLC!7,

De plus, une étape de purification par affinité avait été testée en utilisant le His-tag pré-
sent entre TAF12 et la Vectofusin-1. Une fraction HPLC avait été chargée sur des billes de
nickel et des élutions d’affinité compétitives avaient été réalisées en utilisant des concentra-
tions croissantes d’imidazole. Malheureusement, cette méthode n’a pas été fructueuse et le
TAF12 et une petite quantité de Vectofusin-1 se retrouvaient récupérées dans le flow-through
et seuls des peptides clivés de poids moléculaires inférieurs a celui de la Vectofusin-1 étaient

élués avec I'imidazole!'7.

2.4.1 Nouvelles approches expérimentales

Nous avons mis au point plusieurs approches mettant en oeuvre différentes techniques
pour séparer la Vectofusin-1 du TAF12. Les potentielles causes de cette coélution en HPLC
sont multiples. Ainsi, les différentes techniques que nous avons mis en oeuvre ont toutes pour

objectif de jouer sur un élément physique ou chimique susceptible de provoquer la coélution.
Séparation par exclusion de taille

Nous avons tenté de réaliser une séparation par exclusion de taille. La purification des
protéines par exclusion de taille est un processus de purification commun qui est généralement
réalisé a ’aide de chromatographie via 1'utilisation de résines comme phases stationnaires.
Il a été montré que I'utilisation de la filtration au travers de membranes est une méthode
efficace en tant qu’outil pour la purification et le fractionnement peptidiques?. C’est donc
cette méthode que nous avons tenté d’appliquer. En effet la séquence protéique décrite dans
la figure 22 contenant le TAF12 suivi de I'étiquette 6 histidine et des sites Thrombine,

entérokinase et du site de clivage Aspartate Proline forme apres clivage une protéine de 12
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KDa. Cette protéine étant de bien plus grande taille que le peptide Vectofusin-1 (2.7 KDa),
dans ’hypothese selon laquelle le clivage a été efficace et qu’aucune intéraction résiduelle
n’est présente entre le TAF12 et la Vectofusin-1, une séparation par la taille pourrait nous
permettre séparer les plus petites particules de Vectofusin-1 du TAF12 par utilisation d’une

membrane.

Utilisation des propriétés d’autoassemblage de la Vectofusin-1

108

La fibrillation du peptide Vectofusin-1 étant réversible'”®, nous avons testé un protocole

de purification dans lequel la fraction HPLC contenant le peptide associé au TAF12 est

1.5

mis dans les conditions de fibrillation décrites par Lointier et al.”® pour ensuite séparer les

fibrilles obtenues par centrifugation et enfin défibriller le culot obtenu.
Précipitation au sulfate d’ammonium

Nous avons aussi formulé I'’hypothese de la formation d'une possible interaction entre
la Vectofusin-1 et le TAF12, liant ainsi la protéine et le peptide, empéchant de ce fait la
séparation par les méthodes physiques que nous avions jusqu’alors employées. Plusieurs mé-
thodes de purification protéique ayant pour effet de rompre les interactions entre protéines
existent. La précipitation des protéines par le sulfate d’ammonium est une technique cou-
ramment utilisée pour purifier les protéines a partir de mélanges complexes. Cette méthode
exploite les variations de solubilité des protéines en fonction de la concentration en sulfate
d’ammonium. Les protéines ont tendance a précipiter lorsque la concentration de sulfate
d’ammonium augmente, ce qui permet leur séparation du reste des composants de la solu-
tion!16. Cette technique permet aussi d’influer sur les interactions protéines-protéines d’un

mélange hétérogene®?.

Précipitation a I’ether

Enfin, nous avons formulé I’hypothese selon laquelle la présence d’interactions résiduelles
entre les protéines et des potentielles parties membranaires encore présentes dans I’échantillon
seraient la cause de la coélution. La précipitation a I’éther est une technique utilisée pour
la purification des peptides en solution. Elle implique I'ajout de la solution de peptide a un
solvant organique, tel que I’éther diéthylique, ce qui entraine la précipitation du peptide. Les
composants hydrophobes de la solution restent dans la phase organique tandis que le peptide
forme un précipité solide qui peut étre isolé par centrifugation'?. Dans notre cas, cette étape
de précipitation a 1’éther a été réalisé directement sur le culot séché obtenu suite a 1’étape

de clivage a 'acide formique.
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2.4.2 Matériels et méthodes

Séparation par exclusion de taille

Un échantillon de 1mg d’une des fractions HPLC contenant la coélution de TAF12 et
Vectofusin-1 a été solubilisé dans un volume de bmL de tampon Tris 10mM a pH 7.5 puis
chargé dans un systeme de filtration présentant un seuil de poids moléculaire (MWCO) de
10 KDa (Amicon Ultra-15, 10000 MWCO) puis centrifugé a une vitesse de rotation de 5000g
jlusqu’a un passage de 100% du volume a travers la membrane. La membrane a été lavée
avec un volume de 5 mL de tampon. Un aliquot de 40 pL de la fraction filtrée et de la
fraction de lavage de la membrane a été prélevé afin d’étre analysé par électrophorese sur
gel SDS-PAGE en coloration a 'argent.

Séparation par fibrillation

Un échantillon de 1mg d’une des fractions HPLC contenant la coélution de TAF12
et Vectofusin-1 a été solubilisé a une concentration finale de 10mM dans 50% d’éthanol.
L’échantillon est ensuite mis au bain de sonication durant 5 minutes avant d’étre dilué a une
concentration de 0,5mM dans un tampon de fibrillation a 10mM de phosphate pH 7,5 ce qui
débute le processus d’auto-assemblage. L’échantillon est ensuite incubé durant 48h a une
température de 21°C dans un agitateur Eppendorf Mixer 5432. Les fibres ainsi formées sont
centrifugées durant 10 minutes a 10000g. Un aliquot de 40ul. du surnageant a été prélevé
pour analyse par SDS-PAGE, le surnageant retiré a été remplacé par une quantité équiva-
lente d’eau ultrapure, condition dans laquelle les fibres ne sont pas stables. L’échantillon a
ensuite été passé au bain de sonication jusqu’a dissociation totale des fibrilles. Un aliquot de

40uL est alors prélevé pour analyse par SDS-PAGE en coloration a l’argent.
Précipitation au sulfate d’ammonium

Afin de séparer la Vectofusin du TAF12, par précipitation au sulfate d’ammonium, un
échantillon de 1mg d’une des fractions HPLC contenant la coélution de TAF12 et Vectofusin-
1 a été solubilisé dans un volume de 5mL d’H,O. 0,89¢g; 0,64g et 0,8g de (NH4),SO, ont
été ajouté successivement a 1’échantillon afin de créer une solution respectivement a 30% |,
50% et 80% de sulfate d’ammonium. Aucune précipitation n’a été observée pour la solution
a 30% de sulfate d’ammonium, les précipités des solutions a 50% et 80% ont été isolés par
centrifugation puis resuspendus dans un volume de 1mL de Tris 10mM a pH 7,5 avant d’étre

analysés par SDS-PAGE en coloration a 'argent.
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Electrophorese sur gel SDS-PAGE

Les gels utilisés ont été réalisés en suivant le protocole décrit par H.Schigger!®®. Nous
avons utilisé un systeme de séparation en gel SDS composé de 3 parties avec des pourcentages
différents en acrylamide/bis-acrylamide : mélange de gel a 4% pour la partie ou le dépot
est réalisé, 10% pour la moitié haute et 16% pour la moitié basse du gel afin d’obtenir
une meilleure séparation des composés durant 1’électrophorése. Enfin, nous avons choisi la
coloration a I’argent comme méthode de coloration en raison de la sensibilité accrue apportée

par cette méthode (possibilité de détection de nanogrammes de protéine)'%3.

Précipitation a ’ether

Le culot de I'étape de clivage séché a été repris dans un volume de 10mL d’acétonitrile
a 10% avant d’étre ajouté au goutte a goutte dans un volume de 30mL de diéthyl éther
dans un bain de glace. Le mélange est ensuite mélangé au vortex puis centrifugé a 10000g
pendant 30 minutes a 4°C. Le surnageant est alors éliminé et le culot lavé en utilisant le
méme protocole a trois reprises afin d’assurer que toutes les molécules hydrophobes tels que

les lipides sont retirées de 1’échantillon protéique.
Analyse par LC-MS

Suite a I’étape de précipitation a I’éther, la partie insoluble a été solubilisée a 10 mg/mL
dans une solution de 35% d’acétonitrile avant d’étre analysée par LC-MS UltiMate 3000
RSLCnano System, (Thermo Electron, Villebon sur Yvette, France) en utilisant une colonne
préparative C18 (Waters Acquity UPLC6 BEH C18; 1.7um; 1.0x 150mm). Un gradient
acétonitrile/HsO avec 0,1% constant d’acide formique a été utilisé comme phase mobile. Le
solvant A utilisé est composé de 10% d’acétonitrile et 0,1% d’acide formique, le solvant B
composé de 99,9% d’acétonitrile et 0,1% d’acide formique. Le gradient commence a 35% de
solvant B et termine a 70% en 20 minutes. Les spectres de masse obtenus ont été analysés a
'aide des logiciels Thermo Scientific Xcalibur et UniDec (Universal Deconvolution of Mass

Spectra) de l'université d’Oxford.
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2.4.3 Reésultats et conclusions

Séparation par exclusion de taille

Comme le montre la figure 28 la majorité des protéines est stoppée par la membrane de
filtration. Une des hypotheses que nous avons avancé pour expliquer cet effet serait qu'une
potentielle aggrégation, soit des peptides Vectofusin-1 entre eux, soit des peptides avec le
TAF12, entraine la formation de particules de taille supérieure a 10000KDa empéchant ainsi

le passage a travers la membrane.

TAF12:12.4 KDa

<4—— Vectofusine : 2.7 KDa

Figure 28 — Gel SDS-PAGE des fractions purifiées par exclusion de taille. La fraction 1
correspond a I’échantillon de départ contenant la Vectofusin-1, le TAF12 et d’autres conta-
minants ; la fraction 2 correspond au lavage de la membrane contenant la Vectofusin-1, le
TAF12 et d’autres contaminants; la fraction 3 correspond au filtrat contenant une faible

concentration de Vectofusin-1.

Séparation par fibrillation

Comme le montre la figure 29 cette méthode n’a pas permis de séparer la Vectofusin-1 du
TAF12. En effet un mélange de Vectofusin-1 avec 'intégralité des contaminants présent dans

I’échantillon est retrouvé dans le culot de fibrilles ainsi que dans le surnageant. Ces résultats
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nous ont amené a formuler deux hypotheses. La premiere selon laquelle une interaction
résiduelle entre la Vectofusin-1 et le TAF12 doit encore étre présente méme apres le clivage
a 'acide formique. La seconde selon laquelle les contaminants sont cocentrifugés dans les

conditions de fibrillation.

<« TAF12:12.4KDa
10

<«4— Vectofusine : 2.7 KDa

Figure 29 — Gel SDS-PAGE des fractions purifiées par fibrillation. La fraction 1 correspond
a I’échantillon de départ contenant la Vectofusin-1, le TAF12 et d’autres contaminants; la
fraction 2 correspond au culot de fibrilles contenant la Vectofusin-1, le TAF12 et d’autres
contaminants; la fraction 3 correspond au surnageant contenant la Vectofusin-1, le TAF12

et d’autres contaminants.

Précipitation au sulfate d’ammonium

Comme le montre la figure 30, une proportion équivalente de TAF12 et de Vectofusin-1
ont été isolées par les précipitations au sulfate d’ammonium successives, indiquant alors que

I'interaction reliant le peptide et la protéine n’est pas de nature électrostatique.
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TAF12 : 12.4 KDa

<4—— Vectofusine : 2.7 KDa

Figure 30 — Gel SDS-PAGE des fractions purifiées apres précipitation au sulfate d’ammo-
nium. La fraction 1 correspond a I’échantillon de départ contenant la Vectofusin-1, le TAF12
et d’autres contaminants; la fraction 2 correspond au précipité de la solution a 50% de
(NH,4)2SO,4 contenant la Vectofusin-1, le TAF12 et d’autres contaminants; la fraction 3 cor-
respond au précipité de la solution a 80% de (NH4)2SO4 contenant la Vectofusin-1, le TAF12

et d’autres contaminants.

Précipitation a I’ether

La figure 31 montre qu’apres avoir effectué une étape de précipitation a 'ether, il est dé-
sormais possible de séparer la Vectofusin-1 du TAF12 par chromatographie en phase inverse.
La figure 32 montre que le pic d’élution sortant a 10,21 minutes en LC contient une seule
espéce correspondant a la BC¥N-Vectofusin-1, on y retrouve la masse attendue de 3049 Da.
La figure 33 montre le contenu de la fraction sortant a 12,04 minutes qui contient plusieurs
especes du TAF12 sous différents états de charges ainsi que le peptide Vectofusin-1 ayant
subi une formylation a 3077 Da (3049 + 28 Da). Nous en avons conclu que U'interaction qui
provoquait la coélution du TAF12 avec la Vectofusin-1 devait étre d’origine hydrophobe avec

de potentiels résidus lipidiques des membranes bactériennes.
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Figure 31 — Chromatogramme de la detection UV a 214nm de ’analyse de la séparation de
TAF12 et Vectofusin-1 par LC-MS. Les spectres de masse des pics d’élution sortant a 10,21
minutes et 12,04 sont décrit dans les figures 32 et 33.
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Figure 32 — Spectre de masse du pic d’élution sortant a 10,21 minutes en LC. A.Le spectre noir
correspond au spectre de Masse obtenu et le spectre rouge correspond au fitting du logiciel
UniDec. B.Analyse de la signature de masse du pic par le logiciel UniDec correspondant a
la masse la 3CN-Vectofusin-1 de 3049 Da.
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Figure 33 — Spectre de masse du pic d’élution sortant a 12,04 minutes en LC. A.Le spectre
noir correspond au spectre de Masse obtenu et le spectre rouge correspond au fitting du
logiciel UniDec. B.Analyse de la signature de masse des pics par le logiciel UniDec : 3077
Da correspond a la masse la ¥C'®N-Vectofusin-1 ayant subi une formylation, les autres

signatures correspondent aux différentes charges du TAF12.

Les peptides séparés du TAF12 par précipitation a I’éther ont été purifiés par HPLC
(figure 34) puis dissous dans une solution a 4% d’acide acétique a une concentration de
Img/mL puis évaporés a sec a l'aide d'un évaporateur rotatif (Buchi, rotavapor R-210)
avant d’étre lyophilisés. Ce procédé a été réitéré a 3 reprises afin d’assurer ’échange des ions
TFA avec les ions acétate. Le peptide pur lyophilisé a enfin été stocké a -20°C. Le rendement

final de cette purification est de 4mg de peptide lyophilisé par litre de culture bactérienne.
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Figure 34 — Chromatogramme de I’étape de purification de Vectofusin-1 par HPLC. La courbe
orange représente la détection UV a 280nm et la courbe bleue la détection UV a 214 nm. La

fraction collectée notée zone 4 sortant a 14 minutes correspond au pic de la Vectofusin-1.

Ce nouveau protocole nous a donc permis d’obtenir le peptide 3CN-Vectofusin-1 de
maniere pure et utilisable pour la préparation d’échantillons RMN MAS (figure 35 et 36).
L’utilisation de ce protocole nous a permis d’obtenir un rendement de 4mg de peptide marqué
1301 N-Vectofusin-1 par litre de culture en milieu minimum M9. Ce rendement bien que trés
faible par rapport aux rendements obtenus en syntheése peptidique (200 mg par synthese)
reste suffisant pour la formation d’un échantillon destiné a étre utilisé en RMN du solide a

tres haute vitesse MAS dans des rotors 1.3mm ou 0.7mm.
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Figure 35 — Chromatogramme de la fraction purifiée de Vectofusin-1 obtenu par LC-MS. Le

pic UV214 nm sortant a 11 minutes correspond a la Vectofusin-1 cf.figure 32
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Figure 36 — Spectre de masse du pic de la Vectofusin-1 présenté dans la figure 35 obtenu
par LC-MS. La signature obtenue correspond a la masse du peptide Vectofusin-1 marqué

uniformément en 3C et en °N cffigure 32
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Chapitre 3

Etude structurale des
auto-assemblages du peptide

Vectofusin-1

3.1 Etude sur la variation des conditions environne-
mentales menant a la formation d’assemblages su-

pramoléculaires

L’agrégation des peptides de la famille LAH4 dépend fortement du pH ainsi que des
ions composant le tampon dans lequel le peptide est solubilisé. L’augmentation du pH est
associée a la déprotonation des histidines et a une plus grande propension aux interactions
hydrophobes. La structure secondaire adoptée par les assemblages de ces peptides dépend
de leur séquence. Le peptide LAH4 forme des assemblages structurés en feuillets 8 alors que
d’autres peptides de cette famille adoptent une structure a-hélicoidale lors de ’assemblage,
c’est le cas pour les peptides LAH4-L1 et Vectofusin-1'%. Peu d’informations sont disponibles
sur les structures tertiaires et quaternaires adoptées par ces auto-assemblages, de plus, les
assemblages de peptides structurés en hélices sont bien moins documentés que ceux structurés

en brins 3 tels que les fibres amyloides33 ™,

C’est pourquoi dans ce manuscrit, nous chercherons a définir les conditions qui conduisent

a l'auto-assemblage de ces fibrilles peptidiques ainsi qu’a la structure de ces assemblages.
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17,58 ous ont

En effet, les différents protocoles de fibrillation mis au point par notre équipe
montré que la modification des conditions dans lesquelles les peptides s’assemblent a une

forte influence sur la structure quaternaire adoptée par ceux ci.

Notre objectif dans ce chapitre est donc de comprendre les interactions mises en jeu dans
ces assemblages afin de pouvoir orienter 'assemblage des peptides et ainsi créer des structures
supramoléculaires a facon. Pour cela, nous avons employé deux techniques biophysiques, la
microscopie électronique a transmission et la RMN a 1’état solide. Nous avons aussi réalisé

des prédictions de structures par modélisation moléculaire.

3.1.1 Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission est une technique d’imagerie utilisée dans
divers domaines scientifiques, notamment en science des matériaux et en biologie. Cette
technique permet d’observer des structures a 1’échelle micrométrique grace a des grossis-
sements extrémement élevés, permettant ainsi de fournir des informations détaillées sur la

morphologie des échantillons étudiés.

Cette technique repose sur le principe de la transmission d’un faisceau d’électrons a
travers un échantillon mince, suivi de la capture des électrons transmis pour former une
image. Les électrons ont des longueurs d’onde beaucoup plus courtes que la lumiere visible, ce
qui permet d’atteindre une résolution plus fine!'®. Un microscope électronique comprend un
canon a électrons qui émet un faisceau d’électrons, une série de lentilles électromagnétiques
pour focaliser et controler le faisceau d’électrons, un porte-échantillon et un systeme de
détection et de traitement du signal pour capturer les électrons transmis et former une
image®®. Plusieurs types d’images peuvent étre produit par TEM, notamment des images en
champ clair et des images en champ sombre. Les images en champ clair montrent les régions
de I’échantillon qui transmettent plus d’électrons, tandis que les images en champ sombre

montrent les régions qui diffusent davantage d’électrons!?2.

En biologie cellulaire et moléculaire, la TEM est utilisée pour examiner les organites, les
structures protéiques, les virus et autres composants cellulaires. La TEM est ainsi devenue
un outil essentiel pour caractériser les matériaux et assemblages tels que les nanoparticules

et les nanotubes’.

Dans le cas des peptides de la famille LAH4, nous avons utilisé la microscopie électro-
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nique a transmission comme technique d’étude préliminaire de la morphologie des différentes
structures formées par les assemblages supramoléculaires de peptides, celles-ci étant large-

ment influencées par les conditions de fibrillation.

Certains parametres tels que le choix du tampon, son effet sur la formation et la stabilité

des fibres déja été étudiés et définis précédemment par notre équipe !’ 58,

Ainsi, les parametres que nous avons étudiés dans ce travail sont :
- Le solvant utilisé pour la solubilisation initiale des peptides a 10mM.
- Le pH du tampon phosphate utilisé lors de la fibrillation.
- L’effet de la sonication sur la formation d’assemblages.
- Le pH du tampon utilisé pour 'auto-assemblage des peptides.
- La température a laquelle I'assemblage des peptides est réalisée.
- Le type d’agitation utilisé durant ’assemblage des peptides (douce ou vigoureuse).
- Le temps de fibrillation, c’est a dire le temps d’incubation des peptides dans le tampon

phosphate utilisé pour la fibrillation.

3.1.2 Matériel et méthode

3.1.3 Fibrillation des peptides de la famille LAH4

La processus de fibrillation des peptides de la famille LAH4% peut étre découpé en 4
étapes :
Etape 1 :1mg de peptide lyophilisé est solubilisé dans un microtube a une concentration
finale de 10mM dans 50% éthanol.
Etape 2 : L’échantillon est ensuite passé au bain de sonication durant 5 minutes
Etape 3 : L’échantillon est dilué a une concentration de 0,5mM dans un tampon de fibrillation
10mM de phosphate pH 7,5 ce qui débute le processus d’auto-assemblage.
Etape 4 : L’échantillon est ensuite incubé durant 48h a une température de 21°C dans un

agitateur Eppendorf Mixer 5432.

Les fibrilles ainsi formées ont été centrifugées durant 10 minutes a 10000g avant d’étre
lavées avec le tampon de fibrillation afin de retirer de I’échantillon tout peptide n’ayant pas
fibrillé.
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Impact du temps de fibrillation

Les étapes 1, 2 et 3 ont été réalisées sur 3 échantillons de peptide Vectofusin-1 selon le
protocole décrit dans la section 3.1.3. Les échantillons ont ensuite été incubés respectivement
durant 48h, 7 jours et 3 mois a une température de 21°C dans un agitateur Eppendorf Mixer
5432.

Impact de la température

Les étapes 1, 2 et 3 ont été réalisées sur 3 échantillons de peptide Vectofusin-1 selon le
protocole décrit dans la section 3.1.3. Les échantillons ont ensuite été incubés respectivement
durant 48h a des température de 21°C et 37°C dans un agitateur Eppendorf Mixer 5432.

Impact de I’agitation

Les étapes 1, 2 et 3 ont été réalisées sur 3 échantillons de peptide Vectofusin-1 selon le
protocole décrit dans la section 3.1.3. Les échantillons ont ensuite été incubés respectivement
durant 48h a une température de 21°C dans un agitateur Eppendorf Mixer 5432 pour une
agitation vigoureuse, ou sur un agitateur rotatif LD79 Digital Test-Tube Rotator (LABINCO

BV, Hollande) pour une agitation douce.

Impact de la sonication

Les étapes 1, 2 et 3 ont été réalisées sur 2 échantillons de peptide Vectofusin-1 selon le
protocole décrit dans la section 3.1.3. Une étape de sonication supplémentaire a été appliquée
entre les étapes 3 et 4. Durant cette étape, les échantillons ont été mis au bain de sonication
pour une durée de 5 minutes ou une heure. Les échantillons ont ensuite été incubés respecti-
vement durant 48h a des température de 21°C et 37°C dans un agitateur Eppendorf Mixer
5432.
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Impact du pH

Les étapes 1 et 2 sont réalisées sur 4 échantillons de peptide Vectofusin-1 selon le protocole

décrit dans la section 3.1.3.

Les échantillons ont ensuite été dilués a une concentration de 0,5mM dans des tampon
de fibrillation 10mM de phosphate de pH = 4; pH = 6; pH = 7,5 et pH = 9,6.

L’étape 4 a ensuite été réalisée selon le protocole décrit dans la section 3.1.3.

Impact du solvant

4 échantillons de 1mg de peptide Vectofusin-1 lyophilisé ont été solubilisés dans un mi-
crotube & une concentration finale de 10mM dans des concentrations d’éthanol de 10%, 30%,
50% et 80%.

4 autres échantillons ont été solubilisés dans des concentrations de méthanol de 10%,

30%, 50% et 80%.

Les étapes 2, 3 et 4 ont été réalisées sur les échantillons de peptide Vectofusin-1 selon le

protocole décrit dans la section 3.1.3.

Dépot sur grille et microscopie

Chaque échantillon a été déposé sur une grille formvar (CFT200-Cu, Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, United States). Aprés 2 minutes, I'exces d’échantillon a été retiré de
la grille a I'aide d’un papier buvard puis la grille a été laissée a sécher a I’air libre durant 30
minutes. Les grilles ont ensuite été rincées abondamment a 1’eau ultrapure afin de retirer les
sels du tampon de fibrillation. Aucun agent de contraste n’a été ajouté. Les images ont été

collectées en utilisant un microscope Hitachi H7500 Electron microscope a 80 KeV.
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3.1.4 Reésultats et discussion

Impact du temps de fibrillation

La figure 37 présente des clichés de TEM obtenus apres différents temps d’incubation, on
peut y observer que lorsque le temps de formation est le plus court (a), les fibrilles adoptent
une morphologie plutot courte (entre 100 et 500 pm ) qui ont tendance a s’agréger en matrices
alvéolées. Apreés une semaine d’incubation (b), peu de fibres individuelles sont observables,
les fibrilles sont agrégées en amas de taille similaire a la condition (a). Au bout de trois mois

(c), les amas observés sont devenus denses et uniformes et perdent leur aspect alvéolé.

On peut donc observer un effet de compaction des fibrilles au cours du temps.

Figure 37 — Fibrilles de Vectofusin-1 formées durant différents temps d’incubation (a) 48h;
(b) 7 jours; (c) 3 mois.

Impact de la température

La figure 38 présente des clichés de TEM de fibrilles de Vectofusin-1 obtenues apres
incubation a différentes températures. On peut y observer que les fibrilles formées a tem-
pérature ambiante (a) forment un tapis uniforme sur la grille avec des fibrilles peu denses.
Au contraire, les fibrilles formées a température physiologique (b) sont plus denses (intensité
champ clair plus élevée) et plus éparses a la surface de la grille. La température appliquée
aux peptides durant I’assemblage influe donc sur la cinétique d’assemblage des fibrilles de

Vectofusin-1.
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Figure 38 — Fibrilles de Vectofusin-1 formées a différentes températures (a) 21°C; (b) 37°C.

Impact de I’agitation

La figure 39 présente des clichés de TEM de fibrilles de Vectofusin-1 obtenues apres
incubation sous différentes sources d’agitation, on peut y observer que les fibrilles formées
avec une agitation par rotation (a) sont courtes, en effet, les fibres formées de cette maniere
ne dépassent en moyenne pas les 100nm. Au contraire, les fibrilles formées avec une agitation
vigoureuse (b) présentent une morphologie plus longue, avec une taille variant autour de
500nm de long. Il y a donc une un effet notable d’élongation des fibres lorsque des vibrations

sont appliquées aux peptides lors de I'incubation.
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Figure 39 — Fibrilles de Vectofusin-1 formées sous différentes sources d’agitation (a) fibrilles

formées sous agitation douce (b) fibrilles formées sous agitation vigoureuse

Impact de la sonication

La figure 40 présente des clichés de TEM de fibrilles de Vectofusin-1 obtenues apres
incubation en ayant subi une étape de sonication. On peut y observer que les fibrilles formées
avec une étape de sonication courte (a) ont une morphologie plus épaisse, plus dense et ne
dépassent pas les 100nm de long. Le méme constat peut étre effectué pour des fibrilles ayant

subi une étape de sonication d’une heure (b).

Il y a donc une un effet notable de compaction des fibres due a I’étape de sonication qui

apparait méme apres de courtes étapes de sonication.
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Figure 40 — Fibrilles de Vectofusin-1 formées a différents temps de sonication (a) fibrilles

formées apres 5 minutes de sonication (b) fibrilles formées apreés une heure de sonication

Impact du solvant

Dans les conditions de solubilisation utilisant 30%, 50% et 80% d’éthanol (figure 41(a))
ainsi que dans les conditions utilisant 10%, 30% et 50% de méthanol (figure 42(a)), on observe
que la morphologie adoptée par les fibrilles de Vectofusin-1 correspond a celle décrite par

Lointier et al.®8.

Cependant, comme le montrent les figure 41(b) et 42(b), 'utilisation de 10% d’éthanol
ou de 80% de méthanol en tant que solvant lors de I'étape de solubilisation des peptides
lyophilisés amene a la formation de superstructures. Ces superstructures prennent une forme

semblable a des microtubules aux extrémités fermées pouvant atteindre une taille de 10pm.

Ces résultats étaient potentiellement attendus pour le peptide Vectofusin-1, en effet, il a
été montré par C.L. Shen et R.M. Murphy!?® que I'utilisation de différents solvants pour la
solubilisation de peptides influence la formation de différents conformeres lors de I’assemblage
de peptides en structures supramoléculaires dans le cadre d’une étude sur la formation de

fibrilles S-amyloides.
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Figure 41 — Fibrilles de Vectofusin-1 formées en solubilisant les peptides dans de ’éthanol
(a) éthanol 50% (b) éthanol 10%

Figure 42 — Fibrilles de Vectofusin-1 formées en solubilisant les peptides dans du méthanol
(a) Méthanol 50% (b) Méthanol 80%

Cette propriétée de la Vectofusin-1 a former des microtubules pourra a l'avenir étre

utilisée pour différentes applications de biotechnologies telles que des cages moléculaires®®.
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Cependant, afin de d’améliorer le processus d’assemblage des peptides LAH4 en assem-
blages supramoléculaires, 'obtention de plus amples informations sur les interactions fon-
damentales provoquant la fibrillation des peptides Vectofusin-1 est nécessaire. Ainsi, com-
prendre les interactions qui permettent d’associer deux monomeres ensemble ainsi que les
interactions entre les monomeres et le groupement phosphate nécessaire au processus de
fibrillation pourra a l’avenir nous permettre d’orienter l’assemblage supramoléculaire des
fibrilles de Vectofusin-1.

Impact du pH

Les conditions de fibrillations utilisant des pH de 4 et 6 n’ont pas induit d’agrégation
visible et apres centrifugation, aucun culot n’a été observé. Les surnageants ont été déposé
sur grille et aucune formation de fibres a été observée. La figure 43 présente des clichés de
TEM de fibrilles de Vectofusin-1 obtenues en utilisant des tampons a pH 7.5 (a), 9,6 (b) et
11 (c). Les fibrilles formées a pH 7,5 sont conformes a la morphologie décrite par Lointier et
al.?8, les fibres sont de longueur proche de 500nm et s’assemblent en matrices alvéolées. En
revanche, les aggrégats formées en utilisant un tampon a pH 9,6 ne forment pas de fibrilles
alongées mais forment de larges feuillets de plusieurs ym? de surface qui ont tendance a
se replier sur eux-méme. Enfin, pour les fibrilles formées a un pH de 11, on n’observe plus

aucune organisation en fibrilles mais des amas de peptides sphériques tres denses d’environ

10 nm.

Figure 43 — Fibrilles de Vectofusin-1 formées a différents pH (a) pH 7,5; (b) pH 9,6 (c); pH
11
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Les acides aminés lysine et histidine jouent un role clé dans la structure et la fonction des
protéines, en grande partie en raison de leurs pKa respectifs. La lysine posséde une chaine
latérale avec un groupe amine dont le pKa est d’environ 10,5. Cela signifie qu’a un pH
inférieur a cette valeur, le groupe amine reste protoné et donc chargé positivement, tandis
qu’a un pH supérieur a 10,5, il perd son proton et devient neutre. L’histidine, quant a elle,
contient un noyau imidazole dont le pKa est autour de 6,0. Ce pKa relativement bas signifie
qu’a un pH inférieur & 6,0, I’histidine est principalement protonée et chargée positivement,
alors qu’a un pH plus élevé, elle est déprotonée et neutre. Ces propriétés de pKa influencent
la maniere dont ces acides aminés interagissent dans les protéines, affectant ainsi la structure,

la stabilité et la fonction des protéines dans les environnements biologiques.

Dans le cadre des assemblages de Vectofusin-1, les peptides au sein des fibrilles formées a
un pH de 7,5 ont donc les chaines latérales des histidines déprotonées et les chaines latérales

des lysines entierement protonées.

En revanche, dans les assemblages formées a pH 9,6, le pH est suffisament proche du pKa
des chaines latérales des lysines pour qu'une partie d’entre elles soient déprotonées. Enfin, a

un pH de 11, 'ensemble des chaines latérales sont déprotonées.

Notre hypothese est donc que les résidus lysines et histidines sont les résidus clés de 1’as-
semblage des peptides Vectofusin-1 en fibrilles. De plus, le pH influence de maniere cruciale
I’assemblage des peptides en modifiant I’état de protonation des chaines latérales des résidus,
ce qui entralne une variation de la charge apparente du peptide. Cette variation de charge
affecte directement les interactions entre les peptides eux-mémes ainsi que leurs interactions

avec le solvant environnant.

Il est par conséquent nécessaire de caractériser les interactions entre les peptides et les
interactions entre les peptides et leur environnement, le tampon phosphate, afin de pouvoir

établir un modele des fibrilles de Vectofusin-1.
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3.2 Modélisation moléculaire et prédictions de struc-

tures des assemblages de Vectofusin-1

La compréhension des structures formées par les assemblages supramoléculaires de la
Vectofusin-1 est cruciale pour I'exploitation de ses propriétés dans des applications théra-
peutiques et biotechnologiques. Notre objectif est de mettre en évidence les caractéristiques
structurales des assemblages de Vectofusin-1, d’identifier les interactions clés qui conduisent
a leur formation et d’évaluer les implications pour leurs propriétés fonctionnelles. Cepen-
dant, la nature complexe des interactions non covalentes et du comportement dynamique

des chaines peptidiques représente un défi pour établir des modeéles moléculaires!®?.

Dans ce contexte, les approches in silico de modélisation moléculaire, sont devenues des
outils tres utiles. En particulier, les algorithmes de prédiction de structures protéiques 3D a
partir de séquence primaire ont connu de grandes avancées ces dernieres années?!> %8,

Alphafold, un systeme de prédiction de structures 3D basé sur I'TA développé par Deep-
Mind a révolutionné le domaine de la biologie structurale en atteignant une précision sans
précédent dans la prédiction de la structure des protéines. En utilisant des techniques d’ap-
prentissage (deep learning) et les bases de données de structures protéiques déterminées
expérimentalement (X-ray-diffraction, RMN, Cryo-EM), Alphafold peut prédire la structure
3D des peptides et des protéines a partir de leurs séquences d’acides aminés avec précision.
Cette capacité s’étend a la prédiction d’assemblages supramoléculaires, offrant un apercu de

leur organisation structurale et de leurs fonctionnalités potentielles??.

Dans ce travail, nous avons cherché a utiliser les prédictions de structures d’Alphafold en
plus des méthodes expérimentales afin d’élucider les mécanismes responsables de 'activité
et de la stabilité des fibres de Vectofusin-1. En prédisant la structure 3D des assemblages de
Vectofusin-1, nous espérons mieux comprendre les préférences conformationnelles et proposer

un modele décrivant les interactions du peptide.

Nous avons utilisé deux versions différentes d’Alphafold, Alphafold multimer qui est une
version de l'algorithme qui est basée sur Alphafold 2 et optimisée pour I’élaboration de
modeles d’assemblages de protéines oligomériques?’. Cette version devrait donc étre parti-

culierement utile pour la prédiction de la formation des fibrilles.
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La seconde version que nous avons employé est la version Alphafold 3, cette version est
la plus récente et présente des fonctionnalités accrues telles que la possibilité d’ajout de
certains ligands et ions dans le systeme, ce qui est particulierement intéressant étant donné
le role de I'ion phosphate dans le processus d’assemblage. Elle permet en outre d’incorporer
des séquences d’acides nucléiques, fonctionnalité qui sera utile pour I’étude des propriétés de

vectorisation de nos peptides avec des molécules ADN ou ARN.

3.2.1 Indices de confiance

Les deux versions d’Alphafold que nous avons employé utilisent le méme indice de

confiance pour déterminer la qualité des modeles fournis®°.

Le pLDDT (predicted Local Distance Difference Test) est une estimation de la confiance
par atome sur une échelle de 0 a 100, ou une valeur plus élevée indique une plus grande
confiance. Le pLDDT mesure la confiance dans la structure locale, en estimant le degré
de concordance entre la prédiction et une structure expérimentale. Il est basé sur le test
de différence de distance locale Ca (IDDT-Ca), qui est un score qui ne repose pas sur la

superposition mais évalue I'exactitude des distances locales®”.

Les régions dont le pLDDT est > 90 sont censées étre modélisées avec une grande pré-
cision. Elles devraient convenir a toute application bénéficiant d’une grande précision (par

exemple, la caractérisation des sites de liaison).

Les régions dont le pLDDT est compris entre 70 et 90 devraient étre bien modélisées

(prédiction généralement bonne du squelette peptidique).

Les régions dont le pLDDT est compris entre 50 et 70 sont peu fiables et doivent étre

traitées avec prudence.
La version Alphafold 3 inclus aussi deux autres indices de confiances, la PAE et le pTM.

La PAE (predicted aligned error) est une estimation de l’erreur de position et d’orienta-
tion relatives entre deux tokens dans la structure prédite. Des valeurs élevées indiquent une

erreur prédite plus importante et donc une confiance plus faible.

Le pTM (predicted template modeling : pTM) et I'ipTM (interface predicted template

modeling) sont tous deux dérivés d'une mesure appelée TM (template modeling) qui est un
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score de modélisation des modeles. Celui-ci mesure la précision de la structure entiere'?°. Un
score pTM supérieur a 0,5 signifie que le repliement global prédit pour le complexe pourrait

étre similaire a la structure réelle.

3.2.2 Matériel et méthode

La séquence primaire du peptide Vectofusin-1 (KKALL HAALA HLLAL AHHLL ALLKK
A) a été fournie aux deux versions du logiciel et des modeles d’assemblages de 2, 3, 4, 6, 8

et 10 peptides ont été calculés. Cette opération a été répétée 4 fois pour chaque logiciel.

3.2.3 Reésultats

Parmis tous les modeles obtenus, les modeles possédant les indices de confiance les plus

hauts sont ceux obtenus pour un assemblage de 4 peptides Vectofusin-1.

o 20 40 60 80 100
Residue number

Figure 44 — A. Modele obtenu pour un assemblage de 4 monomeres de peptide Vectofusin-1
via Alphafold 2 multimer. B. Indice de confiance pLDDT du modele

Dans le cas d'un assemblage de 4 peptides, le logiciel Alphafold 2 multimer produit
le modele présenté sur la figure 44. Les peptides sont dans une conformation antiparallele
et plusieurs distances peuvent étres mesurés dans ce modele, chaque hélice possede une

longueur de 35A, la distance entre deux peptides cote & cote est de 10A et la distance entre
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deux peptides opposés aux extrémités et de 20A. Ces distances semblent cohérentes avec les
données obtenues précédemment par notre équipe. En effet, les travaux de Vermeer et al.'%®
ont montré que les fibrilles de Vectofusin-1 sont formées d’une répétition d’unité de 10A qui
a été observée par microscopie a force atomique. De plus, les travaux de Lointier et al.?® ont
montré que des spectres SAXS (Small Angle X-ray Scattering) et WAXS (Wide Angle X-ray
Scattering) des fibrilles de Vectofusin-1 présentent des distances de 35A et 4A correspondant
respectivement & la longueur et au pas de I'hélice, ainsi que des distances de 10A et 20A qui

n’avaient alors pas trouvé d’explications.

L’indice de confiance pour chaque résidu du modele est présenté sur la figure 44B. On
peut observer que 'indice de confiance forme un motif répété et que pour chaque monomere,
le pLDDT varie autour de 65 pour les résidus situés au centre des monomeres et descend
autour de 58 pour les résidus situés au extrémités des monomeres. Cet indice indique que le
modele fourni par Alphafold 2 multimer est d’'un degré de confiance peu élevé et donc peu

vraissemblable.

Figure 45 — Modele obtenu pour un assemblage de 4 monomeres de peptide Vectofusin-1 via
Alphafold 3.

Le modele présenté sur la figure 45 est celui obtenu via Alphafold 3 pour un assemblage de

4 peptides. A l'instar du modele produit par Alphafold multimer, les peptides s’assemblent
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de maniére antiparallele et les distances de 10A et 20A entre les monomeéres sont semblables.

Sur la figure 46, on peut observer que l'indice de confiance pLDDT est supérieur a 90
pour la quasi totalité du modele. De plus, les indices ipTM et pTM pour ce modele ont
respectivement une valeur de 0,73 et 0,77. La figure 47 représente la PAE du modeéle, et on

peut observer que pour chaque résidu, la PAE est proche de 0A.

L’ensemble de ces marqueurs indiquent ainsi que le modele fourni par Alphafold 3 est

d’un degré de confiance élevé et donc supposément fiable.

Very high (pIDDT > 90) Confident (90 > pIDDT > 70) Low (70 > pIDDT > 50) Very low (pIDDT < 50)
L ——————————

Figure 46 — Indice de confiance pLDDT pour le modele obtenu pour un assemblage de 4

monomeres de peptide Vectofusin-1 via Alphafold 3.
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Figure 47 — Score PAE pour le modeéle obtenu pour un assemblage de 4 monomeres de peptide

Vectofusin-1 via Alphafold 3.
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Comparaison entre les modeles

Comme le montre la figure 48, les deux modeles présentent des assemblages similaires,
mais l'orientation des peptides au sein de ces assemblages differe entre les modeles. En
effet, sur le modele prédit par Alphafold 2 multimer (figure 48A.), on peut observer que les
histidines de chaque peptide sont disposées face au solvant, complétement a l'extérieur de

I’assemblage.

En revanche, sur le modele prédit par Alphafold 3 (figure 48B.) les histidines de deux
peptides cote a cote sont proches, suggérant une interaction stabilisatrice de type m-stacking.
Cette disposition des histidines pourrait étre la raison pour laquelle le modele prédit par
Alphafold 3 est plus robuste et serait en accord avec les résultats obtenu plus tét dans
ce chapitre insistant sur I'importance des histidines dans la stabilité des assemblages de

Vectofusin-1.

De plus, les prédictions d’assemblages formés par 4 peptides Vectofusin-1 proposent des
modeles dont la structure semble similaire a d’autres structures a-hélicales formées par des
peptides amphiphiles telles que celles décrites par Beesley et Woolfson®? ™.

Néanmoins, afin de confirmer les informations prédites par ces modeles, il est indispen-

sable de valider nos hypothéses par des méthodes expérimentales de biologie structurale.
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Figure 48 — Comparaison des modeles obtenus pour un assemblage de 4 monomeres de
peptide Vectofusin-1 : A. Modele obtenu via Alphafold 2 multimer. B. Modeéle obtenu via
Alphafold 3.
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3.3 Etude par RMN du solide des interactions dans les

assemblages de peptides Vectofusin-1

3.3.1 Introduction a la RMN
Principes physiques

La Résonance Magnétique Nucléaire est une technique analytique puissante utilisée en
chimie et biologie pour déterminer la structure des molécules, analyser les compositions

chimiques, et réaliser des images médicales par IRM (Imagerie par Résonance Magnétique).

Le phénomeéne de RMN provient du fait que certains noyaux possedent un spin et un

moment magnétique.

L’effet Zeeman décrit I'interaction entre les moments magnétiques nucléaires et le champ
magnétique externe appliqué. Lorsque des noyaux possédant un spin sont placés dans un
champ magnétique, leurs moments magnétiques s’alignent soit parallelement, soit antiparal-
lelement au champ. Ce phénomene divise les niveaux d’énergie des noyaux en deux états
distincts, créant une différence d’énergie proportionnelle a 'intensité du champ magnétique

appliqué 87,48, 56

Mathématiquement, 1’énergie de ces niveaux est donnée par ’expression :
E = —IUBO

ou p est le moment magnétique nucléaire et Bj est 'intensité du champ magnétique. Les
noyaux dans I’état de plus basse énergie (alignés avec le champ) peuvent absorber de I’énergie
sous forme d’une onde radiofréquence pour passer a 'état de plus haute énergie (opposé au

champ). On observe ensuite le retour a I’équilibre.
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Figure 49 — Représentation schématique des populations des deux états d'un noyau de spin-
1/2 sous leffet d’'un champ magnétique externe. Les fleches pointées vers le haut représentent
la population « et les fleches pointées vers le bas représentent la population . Puisque les
deux populations ne sont pas équivalentes, c’est la différences entre les deux états qui est

observée. Image tirée de®”

Cependant, lorsqu’un moment magnétique nucléaire est placé dans un champ magnétique
externe By, il ne s’aligne pas immédiatement avec ce champ. Au lieu de cela, il tourne autour
de la direction du champ magnétique selon un mouvement circulaire appelé précession 87 4856

Ce mouvement de précession est similaire a celui d’une toupie qui, lorsqu’elle penche,
tourne autour d’un axe vertical tout en restant inclinée. En RMN, I’axe vertical correspond
a la direction du champ magnétique externe By, et le mouvement de rotation correspond a

la précession des moments magnétiques des noyaux autour de ce champ.

La fréquence de cette précession est la fréquence de Larmor et est proportionnelle a
I'intensité du champ magnétique By et au rapport gyromagnétique v du noyau. Elle est

donnée par la relation :

_71Bo
27

A0
ou :
- vg est la fréquence de Larmor.
- v est le rapport gyromagnétique du noyau (une constante propre a chaque type de noyau).

- By est I'intensité du champ magnétique externe.
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Cette précession est fondamentale pour la RMN, car c’est en appliquant une onde radio-
fréquence (RF) a la fréquence de Larmor que 'on peut exciter les noyaux et provoquer une
transition entre leurs états d’énergie. Lorsque I'excitation est arrétée, les noyaux reviennent a
leur état d’équilibre en émettant une onde de méme fréquence, qui est détectée pour produire
le spectre RMN.

B,

Figure 50 — Représentation schématique de la précession d’'un moment magnétique nucléaire

autour d'un champ externe B

Le rapport gyromagnétique v qui peut &tre exprimé par I'equation v = £ est une propriété
fondamentale d'une particule telle qu'un noyau ou un électron, qui détermine son moment

magnétique p par rapport a son moment angulaire J48:%6

Chaque noyau possede un rapport gyromagnétique unique, qui détermine sa fréquence
de résonance dans un champ magnétique. Le rapport gyromagnétique dépend des propriétés
du noyau, telles que sa masse, sa charge et son spin® 56,

Le rapport gyromagnétique est un parametre important en spectroscopie RMN, car il per-
met de calculer les fréquences de résonance nécessaires a 1’élaboration des expériences RMN.

La mesure précise et la connaissance des rapports gyromagnétiques de différents noyaux
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sont essentielles pour la détermination exacte des déplacements chimiques, des constantes

de couplage et d’autres parametres de la RMN48:56,

Les rapports gyromagnétiques des noyaux les plus fréquemment utilisés lors d’études par

RMN des biomolécules sont décrits dans le tableau 3.1.

Tableau 3.1 — Caractéristiques des principaux isotopes utilisés en RMN des protéines

Noyau | Spin | Abondance naturelle (%) | Rapport gyromagnétique (10° rad.s™*.T~1)

'H 1/2 99,9885 267,513
°H 1 0,0115 41,066
2g | 98.8 ;

13C 1/2 1,07 67,262
4N 1 99,636 19,338
15N 1/2 0,364 -27,116
160 | 0 99.7 ]

3ip 1/2 100 108,291

Spin nucléaire

Seuls les noyaux de spin non nul possedent un moment magnétique et peuvent étre
étudiés en RMN. En RMN des protéines, les noyaux principalement étudiés sont le 1*C, 15N,

le proton et le deutérieum.

Le noyau 2C est utilisé car le 12C, isotope le plus abondant du carbone, posséde un spin

nul, il est donc invisible en RMN.

Par ailleurs, il est plus facile d’étudier des noyaux de spin égal a 1/2, d’ou la préférence

pour lisotope N de l'azote, pourtant moins abondant que le *N.

Le rapport signal/bruit en RMN est proportionnel & v*/2B,%? (B, étant le champ ma-
gnétique externe)®®. Les noyaux 3C et N étant peu abondants et peu sensibles & cause de
leur faible 7, il est donc préférable de travailler avec des protéines enrichies isotopiquement
en 3C et N. De plus, pour obtenir un meilleur rapport signal/bruit, il est préférable de

travailler & un champ magnétique B, aussi haut que possible!%4.
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Un spin nucléaire dans un champ magnétique est soumis a des interactions externes
entre son moment magnétique et le champ qui lui est appliqué mais il est aussi soumis a des
interactions internes avec les autres spins et avec les électrons. La somme de ces interactions

est représentée par I’Hamiltonien

Hint = Hcs+HD—|—HJ+HQ

ou :
- Heg est 'Hamiltonien de déplacement chimique, 'effet d’écran des électrons autour du
noyau qui est influencé par I'environnement chimique du noyau déterminé par la forme du
nuage ¢lectronique.
- Hp représente les interactions dipolaires entre spins voisins dans 1’espace.
- H; sont les couplages scalaires ou couplages J entre deux spins par les électrons de liaison.
- Hg sont les interactions quadripolaires, pour les noyaux de spin supérieur ou égal a 1 et ne

concernent donc pas les noyaux ayant un spin égal a 1/2.

Certaines de ces interactions possedent une partie anisotrope, c¢’est-a-dire dépendante de

I'orientation des molécules par rapport au champ By.

Rotation a I’angle magique

La RMN a I’état solide présente des spécificités distinctes par rapport a la RMN du liquide
en raison de la différence dans la dynamique moléculaire des échantillons. Dans les solides,
les molécules sont immobiles ou tres faiblement mobiles, entrainant un fort élargissement des
pics de résonance dii aux interactions dipolaires et a ’anisotropie du déplacement chimique.
Cela contraste avec la RMN du liquide, ou les mouvements rapides des molécules moyennent
ces interactions, conduisant a des spectres plus fins et plus faciles a interpréter. Pour atténuer
ces effets dans la RMN du solide, des techniques comme la rotation a ’angle magique (MAS)
ou le découplage dipolaire sont utilisées afin de rétrécir les raies spectrales et d’obtenir des
informations plus précises sur la structure et la dynamique des solides. Ainsi, la RMN du
solide nécessite une instrumentation et des méthodes spécifiques, adaptées a la rigidité des

échantillons étudiés?® 56,87,
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La rotation a l’angle magique est une technique utilisée en RMN a 1’état solide pour
améliorer la résolution et la qualité spectrale des signaux RMN provenant d’échantillons
solides. Elle consiste a faire tourner 1’échantillon a un angle spécifique de 54,74°, appelé
angle magique, par rapport au champ magnétique externe3. Cet effet est détaillé dans la
figure 51.

4B, A

3.c0520,,-1=0

Figure 51 — Schéma descriptif de la rotation a I'angle magique. L’interaction dipolaire nu-
cléaire dépend de 3 cos? —1 ot1 § est ’'angle entre I’axe internucléaire et le champ magnétique
By. Par conséquent, 'interaction dipolaire est moyennée a l’angle magique m = 54,74° et
I'interaction contribuant a 1’élargissement de la raie est supprimée a condition que la vitesse

de rotation soit supérieure a l’anisotropie mesurée en Hz.

La technique de rotation a l’angle magique permet de moyenner les couplages dipolaires
anisotropes entre les spins nucléaires de ’échantillon. Lorsque ’échantillon tourne rapidement
a I'angle magique, les interactions de couplage dipolaire ainsi que l'effet de 1’anisotropie de
déplacement chimique sont plus ou moins moyennés en fonction de la vitesse de rotation,
ce qui permet d’obtenir des signaux plus fins et ainsi une meilleure résolution spectrale.
Cela permet d’étudier des matériaux solides, tels que des cristaux, des polymeres et autres
échantillons biologiques qui présenteraient autrement des spectres RMN extrémement larges.
Dans un solide, les couplages J sont souvent négligés car bien plus faibles que les autres types

d’interactions?.

En utilisant cette technique, des bandes latérales de rotation peuvent apparaitre sur les
spectres. Ce sont des signaux fins séparées des fréquences de résonances isotropes par un

multiple de la vitesse de rotation.
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La rotation de ’échantillon est réalisée en pratique par un mécanisme de turbine a air,
ou le rotor contenant 1’échantillon est soulevé par un gaz comprimé porteur pour éliminer
les frottements (bearing), puis la rotation est assurée par un flux au niveau de la turbine
(drive). Les rotors sont des cylindres creux de différents diametres extérieurs allant de 7 mm
a 0,5 mm, montés avec un capuchon de turbine. Les rotors sont généralement fabriqués en
oxyde de zirconium. Les capuchons amovibles qui ferment les extrémités du tube peuvent
étre fabriqués en différents matériaux tels que le Kel-F, Vespel, ou zircone et nitrure de bore

selon les conditions expérimentales.

Grace a ce systeme de flux d’air, le rotor tourne rapidement autour de son axe a ’angle
)
magique a des fréquences de rotation comprises entre plusieurs kHz pour les rotors les plus

larges et jusqu’a plus de 100 kHz pour les rotors de diametre 0.7mm et inférieur.

A des vitesses de rotation supérieures a 50kHz, les couplages dipolaires sont suffisamment

réduits pour réaliser des expériences en détection proton?* 4.

Polarisation croisée

La polarisation croisée (CP : Cross Polarization) est une technique utilisée en spectro-
scopie RMN & I’état solide pour renforcer 'intensité du signal des noyaux a faible « (tels que
le 3C, le N et le 3'P) en leur transférant la polarisation d’un noyau a fort v tel que le 'H.

Cette technique exploite le couplage dipolaire entre les deux types de noyaux.

En pratique, I’échantillon est d’abord soumis a une impulsion de 90° sur les protons.
L’échantillon est ensuite soumis a une deuxieme impulsion de radiofréquence qui permet aux
noyaux 'H d’entrer en résonance avec le noyau a plus faible v auquel on souhaite transférer
I’aimantation dans le référentiel tournant. Au cours de cette deuxiéme impulsion, les noyaux

'H transferent leur polarisation au noyau a faible ~ par couplage dipolaire.

La CP est particulierement utile pour I’étude d’échantillons biologiques a ’état solide ou
les noyaux a faible v et aux temps de relaxation plus long présentent des signaux faibles.
En utilisant la CP, il est possible de renforcer les signaux de ces noyaux et d’obtenir des

informations structurales et dynamiques précieuses sur I’échantillon®7.

Cette technique est la technique fondamentale sur laquelle vont reposer 1’ensemble des

expériences réalisées au cours de cette étude.
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La condition de Hartmann-Hahn est un principe fondamental de la spectroscopie RMN
a ’état solide qui décrit le transfert efficace de 'aimantation entre deux types de noyaux

différents par couplage dipolaire.

La condition Hartmann-Hahn stipule que pour qu’une polarisation croisée efficace se
produise entre deux noyaux, la fréquence de I'impulsion radiofréquence appliquée & un noyau
doit correspondre a la fréquence de Larmor de ’autre noyau dans le référentiel tournant. En

d’autres termes, la condition de résonance doit étre satisfaite.

La condition de Hartmann-Hahn pour un transfert optimal d’aimantation entre deux

noyaux S et I peut étre exprimée ainsi :

vsBf =71 B{

ou :
- s et 7 sont les rapports gyromagnétiques des noyaux S et .

- BY et BI sont les amplitudes des champs RF appliqués.

En satisfaisant la condition de Hartmann-Hahn, la polarisation du spin d’un noyau peut
étre efficacement transférée a 'autre noyau, ce qui permet d’améliorer les signaux RMN.
Ceci est particulierement utile dans les expériences de RMN a 1’état solide ou la sensibilité

de certains noyaux est faible®7.

Dans les expériences traditionnelles de polarisation croisée, la condition de Hartmann-
Hahn est satisfaite par 'application d’une simple impulsion radiofréquence pour transfé-
rer 'aimantation. Cependant, dans certains cas, I'utilisation d’impulsions adiabatiques peut

améliorer 'efficacité du transfert de polarisation.

La réalisation d’un passage adiabatique a travers la condition de Hartmann-Hahn ou
APHH (Adiabatic Passage through the Hartmann-Hahn Condition) est une technique uti-
lisée pour obtenir une polarisation croisée efficace entre les noyaux grace a des impulsions
adiabatiques. Cette technique consiste a faire varier l'intensité de I'impulsion pendant la
durée de celle-ci, couvrant ainsi toute la fenétre des conditions Hartmann-Hahn. Cette im-
pulsion adiabatique garantit que la condition de résonance est satisfaite a tout moment

pendant I'impulsion, ce qui permet une polarisation croisée efficace et a large bande’.
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Nutation

L’ajustement correct des fréquences d’impulsion radiofréquence et des intensités de champ
est crucial pour remplir la condition de Hartmann-Hahn et obtenir une polarisation croisée

efficace.

Dans le contexte de la spectroscopie RMN, la nutation désigne la précession du vecteur
d’aimantation du spin nucléaire autour du champ magnétique de 'impulsion. Elle décrit le

mouvement de ’aimantation lorsqu’elle subit I'effet d’une impulsion radiofréquence.

Lorsqu’une impulsion RF est appliquée a un échantillon, elle crée un champ magnétique
oscillant a une fréquence spécifique. Ce champ RF est généralement appliqué perpendicu-
lairement au champ magnétique statique, ce qui entraine la précession des spins nucléaires
autour du champ magnétique effectif. Pendant la nutation, les spins nucléaires tournent ou

"nutent" autour du champ effectif a la méme fréquence que l'impulsion RF.

Ce phénomene permet alors de déterminer le champ effectif obtenu pour une impulsion
radiofréquence délivrée a une puissance connue en Watts. Connaitre les champs effectifs
précisément pour chaque noyau nous permet ainsi de remplir la condition de Hartmann-

Hahn et ainsi avoir des CP avec un transfert d’aimantation optimal.
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3.3.2 La RMN du solide pour I’étude d’échantillons protéiques

Dans les échantillons biologiques, la RMN du solide est utilisée pour étudier la struc-
ture moléculaire et la dynamique des protéines, des membranes et d’autres macromolécules
biologiques dans leur état natif''®. Il est possible d’obtenir des informations sur leur struc-
ture tridimensionnelle, leurs changements de conformation et leurs interactions avec d’autres

molécules.

La RMN du solide peut étre utilisée pour étudier un large éventail de systemes biologiques
tels que des protéines microcristallines®, les protéines dans les membranes®, les fibrilles

62

amyloides associées aux maladies neurodégénératives®®, ou des protéines sédimentées? et

des acides nucléiques!®.

L’un des avantages de la RMN du solide par rapport a d’autres techniques est qu’elle
peut fournir des informations sur la structure et la dynamique des molécules biologiques
dans des conditions naturelles, sans qu’il soit nécessaire de les cristalliser ou de les soumettre

a d’autres conditions artificielles susceptibles d’en modifier les propriétés.

En RMN, a mesure que la taille moléculaire de 1’échantillon augmente, le signal RMN
diminue et finit par disparaitre. En effet, lorsque la taille moléculaire augmente, la vitesse de
rotation de la molécule diminue. Ce ralentissement entraine une augmentation du temps de
corrélation rotationnelle (7.) qui influence 1'élargissement des raies observé dans les spectres
RMN. Une rotation plus rapide (7. plus petit) conduit a des pics plus étroits, tandis qu'une

rotation plus lente (7. plus grand) conduit & des pics plus larges.

De plus, plus la taille d’une protéine est élevée, plus le nombre de résonances observées
dans un spectre va étre élevé. Dans ce cas, si la dispersion des pics peut ne pas étre suffisante,

le recouvrement des pics rendant impossible I’attribution des résonances.

Ainsi, les protéines de plus de 50 kDa sont difficiles voire impossible a étudier via des
expériences RMN conventionnelles, 1'utilisation de spectrometres RMN a haut champ asso-
ciée a la deutération de ’échantillon protéique afin de réduire le nombre de signaux protons
permet d’étudier des échantillons de poids moléculaire plus élevé, mais avec une difficulté

accrue dans 'interprétation des données.

En RMN a I’état solide, 'utilisation de la technique MAS permet de compenser le peu de
mouvements moléculaires. Il n’y a donc pas de limite théorique de la taille de I’échantillon

comme c’est le cas en RMN en solution, ce qui permet de travailler sur des complexes de
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plus grande taille.

La détection hétéronucléaire

Classiquement en RMN du solide, les protéines sont étudiées par détection hétéronu-
cléaire ou le noyau détecté est différent de I’élément principal dans un échantillon. Dans
un échantillon biologique, cela revient a détecter des noyaux tels que le 3C ou le N. Ces
noyaux ont des ~ plus faibles que les noyaux 'H. En conséquence, leurs signaux RMN sont

souvent plus faibles.

Cependant, les hétéronoyaux ont une gamme de déplacements chimiques plus grande que
celle des protons. Cela permet une meilleure dispersion des pics dans les spectres RMN, ce
qui facilite I’attribution précise des groupes fonctionnels dans une molécule. Des expériences
tirant parti de cette propriété peuvent ainsi fournir des informations structurales spécifiques

a certaines régions de la molécule®.

Le désavantage de cette technique est que les expériences sont longues a réaliser. En
effet, les noyaux ¥C et N ont une abondance naturelle trés faible et sont peu sensibles (v
faible) et nécessitent donc de réaliser de nombreux scans. L’utilisation de protéines marquées

isotopiquement 3C et N est utilisée pour pallier ce probléeme %4,

La détection proton

Le développement de la détection proton en RMN a I’état solide permet désormais d’ef-
fectuer des expériences ayant des temps d’acquisition beaucoup plus courts car le proton est

un noyau bien plus sensible que le *C ou le 1PN429,

Cependant, la détection proton nécessite d’atteindre de hautes fréquences de rotation afin
d’affiner suffisamment les raies obtenues sur les spectres. Afin d’obtenir de hautes fréquences
de rotation, le rotor doit étre de petite taille (1.3mm ou inférieure) ce qui implique une baisse

de la quantité d’échantillon qui peut étre mise dans le rotor et donc un signal plus faible.
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Mais cet effet est en grande partie compensé par la meilleure sensibilité des petites bobines
des sondes MAS, ainsi que la possibilité de détecter le proton qui est un noyau plus sensible
que le 13C ou le 1°N. De plus, le découplage hétéronucléaire est efficace & plus faible puissance
que pour des basses fréquences de rotation, ce qui limite I’échauffement des échantillons

sensibles tels que les protéines.

Afin de réaliser 'attribution séquentielle des résonances d’une protéine, il est nécessaire
de réaliser différentes expériences complémentaires qui permettent de relier un méme atome

au résidu i auquel il appartient, ainsi qu’a un autre résidu i;; oui_;.

L’attribution des résonances est I'étape primordiale des études de biologie structurale par
RMN;, elle consiste a obtenir le déplacement chimique de chaque atome de la protéine. Elle
permettra par la suite de réaliser des structures 3D de la protéine grace a 'acquisition des
contraintes de distances. L’attribution est également la base des études d’interactions de la
protéine : on peut en effet comparer les déplacements chimiques de la protéine a 1’état natif

et a ceux de la protéine en interaction avec un autre composé.

L’utilisation de la détection proton pour les échantillons protéiques pose différent pro-
blemes. En effet, les fortes interactions dipolaires proton-proton et la forte abondance natu-
relle du noyau causent un élargissement des signaux. Plusieurs solutions permettent de pallier
a cela, la rotation a ’angle magique & haute vitesse!'? et le découplage homonucléaire '3 qui
ont pour effet d’affiner les raies proton. Une autre solution est de réduire la densité de protons
dans les protéines afin de réduire la quantité de signal proton. La méthode la plus couram-
ment utilisée pour cela consiste a produire une protéine perdeutérée pour ensuite re-échanger
les protons labiles (-NH, -OH) de la protéine dans un tampon contenant un mélange de H,O
et D20, pour lequel la teneur en HyO détermine le degré de reprotonation. Cela signifie
que les seuls protons détectés sont ceux associés aux protons échangeables dans le squelette

peptidique et les chaines latérales!!3.
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3.4 Etude des fibrilles de Vectofusin-1 par RMN du

solide

3.4.1 Stratégie expérimentale pour la caractérisation d’interac-

tions peptide-solvant

Comme détaillé dans la section 3.1.3, les fibrilles de Vectofusin-1 se forment a un pH de
7,5, une condition ou les histidines sont déprotonées tandis que les lysines sont protonées.
Un élément clé de ce processus est la présence de groupements phosphates, indispensables
a la formation de ces fibrilles. Ces groupements jouent un role essentiel dans la fibrillation
en stabilisant I’assemblage moléculaire. Par ailleurs, les noyaux de phosphore présents dans
les groupements phosphates possedent un spin nucléaire de 1/2, ce qui les rend exploitables
pour des études par RMN. Dans cette optique, nous cherchons a observer et caractériser un
couplage entre le phosphore des groupements phosphates et les peptides de Vectofusin-1, afin

de mieux comprendre les interactions moléculaires qui régissent la formation des fibrilles.

La premiére étape a réaliser est une expérience de nutation pour chaque noyau utilisé **C,
'H et 3'P, afin de déterminer les champ effectifs obtenus pour chaque noyau dans ’échantillon.
Connaitre les champs effectifs précisément pour chaque noyau nous permet ainsi de remplir la

condition de Hartmann-Hahn et ainsi avoir des CP avec un transfert d’aimantation optimal.

L’expérience de spectroscopie de corrélation hétéronucléaire (HETCOR) est une tech-
nique de RMN bidimensionnelle utilisée pour corréler les résonances de deux types de noyaux
différents dans une molécule. L'HETCOR est une expérience utile pour 1’étude des molécules
complexes, telles que les protéines et les acides nucléiques, car elle fournit des informations
sur la connectivité entre les différents atomes de la molécule. L’expérience HETCOR est une
expérience 2D de polarisation croisée entre les protons de 1’échantillon et un hétéronoyau
détecté. Il en résulte un pic croisé dans le spectre 2D, qui correspond a la résonance du se-
cond type de noyau corrélée a la résonance d’un ou plusieurs protons proches dans 1’espace.
Cette expérience est particulierement utile dans ’étude des molécules biologiques car elle
permet de déterminer les connexions entre les atomes de la molécule, ce qui est important

pour comprendre la structure 3D et la fonction de la molécule?4: >4,
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Durant les expériences HETCOR, nous appliquons un découplage FSLG (Frequency-
Switched Lee-Goldburg). Le découplage FSLG est basé sur le découplage Lee-Goldburg (LG),
qui est une méthode permettant d’obtenir un découplage homonucléaire en appliquant un
champ RF off-résonance de maniere a réduire efficacement l'interaction entre les protons. le
découplage FSLG renforce encore cet effet en modulant I'impulsion RF en faisant alterner
deux fréquences rapprochées a un rythme suffisamment rapide pour annuler les couplages
dipolaires résiduels. Cette alternation de fréquence élargit le champ RF effectif auquel sont
soumis les protons, ce qui rend plus difficile le recouplage proton-proton. Ainsi, mesurer
précisément le champ 'H par nutation est important pour le découplage FSLG. En effet, s’il
est mal connu, 'offset utilisé pour 'impulsion RF (condition Lee-Goldburg) sera mauvais et
le découplage sera impacté 99,

Notre objectif dans le cadre de I'étude des fibrilles de Vectofusin-1 est d’utiliser une
expérience 2D 'HP¥C-HETCOR pour déterminer les déplacements chimiques des carbones
et des protons du peptide et identifier les couples carbone proton liés. Dans un deuxieme
temps, I'utilisation d’une expérience 2D 'H3'P-HETCOR nous permettra de déterminer quels
protons du peptide précédemment attribués sont proches du noyau *'P du groupement phos-
phate indispensable a 1’assemblage des peptides. Le couplage de ces deux expériences nous
permettra ainsi par triangulation de déterminer les résidus impliqués dans l'interaction entre

le peptide et les groupements phosphates présents dans le tampon de fibrillation**.

Les transferts d’aimantation impliqués dans les expériences 2D 'HP¥C-HETCOR. et 2D
'H3'P-HETCOR sont présentés respectivement dans les figures 52 et 53.
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Figure 52 — Transfert d’aimantation attendus lors d'une expérience 'H**C-HETCOR dans

un échantillon protéique
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Figure 53 — Transfert d’aimantation attendus lors d’'une expérience 'H3'P-HETCOR dans
un échantillon protéique en présence de groupements phosphates a proximité des chaines

latérales.
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3.4.2 Matériel et méthode

Préparation de I’échantillon

20mg de peptide Vectofusin-1 lyophilisé ont été solubilisés dans un microtube a une
concentration finale de 10mM dans 50% éthanol. L’échantillon a ensuite été mis au bain de
sonication durant 5 minutes avant d’étre dilué a une concentration de 0,5mM dans un tampon
de fibrillation 10mM de phosphate pH 7,5 ce qui débute le processus d’auto-assemblage. Les
échantillons ont ensuite été incubés durant 48h a une température de 21°C dans un agitateur
Eppendorf Mixer 5432. Les fibrilles ainsi formées ont été centrifugées durant 10 minutes a
10 000g avant d’étre lavées avec le tampon de fibrillation afin de retirer de 1’échantillon tout

peptide n’ayant pas fibrillé.

Le culot de fibrilles a été inséré dans un céne de micropipette de 200uL pour étre ensuite
transférés dans un rotor de 3.2mm de diametre en oxide de zirconium par centrifugation a
10 000g durant 10 minutes.

Expériences RMN

Les expériences ont été réalisées a 'aide d'une sonde 3.2mm triple HCN sur un spec-
trometre BRUKER 500 MHz wide bore avec une console AVANCE IIT (Bruker Biospin,
Fallandren, Suisse) a une vitesse de rotaion de 22.5 KHz. La température a été régulée a
263°K en utilisant une BCU-Xtreme (Bruker Biospin, Fallandren, Suisse).

Les déplacements chimiques 'H et *C des spectres ont été calibrés en utilisant le DSS

(Acide 4,4-diméthyl-4-silapentane-1-sulfonique) comme référence®!.

Les parametres qui ont été utilisés durant les expériences sont présentés dans le tableau
3.2

110



Tableau 3.2 —

Noyau Champs B1 Durée d’impulsion @ APHH
P90
'H 86,5 kHz 2,89 us
'H-3'P-CP
'H 96 kHz 3 ms Tan a=88°
31p 73,5 kHz
'H-13C-CP
'H 81 kHz o0us Tan a=88°
13C 58,5 kHz
Découplages
'H hétéronucléaire 100 kHz
'H FSLG 122,5 kHz
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3.4.3 Reésultats et discussions

Des expériences de nutation pour chaque noyau utilisé 3C, 1H et 3P ont été réalisées.

Un spectre d’une nutation *C est présenté sur la figure 54 comme exemple.

58390.027
-58523.978

50 0 - 50 [kHz]

Figure 54 — Spectre de nutation *C pour une impulsion de 135W. Le champ effectif obtenu
a cette puissance est la moyenne de la valeur des deux pics observés. Pour une impulsion de
135W, on obtient un champ effectif *C de 58,5kHz.

Nous avons ainsi pu déterminer les champ effectifs obtenus pour chaque noyau dans
I’échantillon. L’organisation des données de champs effectifs obtenus en fonction de I'intensité
d’impulsion utilisé en diagramme de dispersion (figure 55) a permis d’établir des courbes de
champs effectifs qui ont été utilisées pour définir les champs utilisés lors des expériences de
CP.
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Figure 55 — Courbes des champs effectifs pour les noyaux *H,*C et3'P

Les CP 'H3C et'H?'P ont alors été optimisées, les spectres obtenus sont présentés sur
les figures 56 et 58.
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Figure 56 — Spectre de I'expérience 1D 'H3C-CP. (768 scans, temps de recyclage : 2s, durée

d’acquisition en dimension directe : 40ms)

Le spectre de I'expérience 2D 'H3C-HETCOR est présenté par la figure 57. Due a la
faible diversité de résidus au sein de la séquence, une forte superposition des pics est obser-
vable. Ainsi les largeurs de raies obtenues permettent d’identifier les couples carbone-proton
tels que CA/HA ou CB/HB mais ne permettent pas de séparer suffisamment les différents
couples d'un méme type. On peut ainsi désigner des zones de regroupement des résonances
d’une couple carbone-proton pour un type de résidu mais il n’est pas toujours possible de
distinguer I’ensemble des pics individuels. Ce phénomeéne est observable dans la figure 57.

Les déplacements chimiques qui ont été observés sont référencés dans le tableau 3.3.
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Figure 57 — Spectre de I'expérience 2D 'H'¥*C-HETCOR. (768 scans, temps de recyclage :

2s, durée d’acquisition en dimension directe : 80ms)
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Tableau 3.3 — Déplacements chimiques observés dans I'expérience 2D 'HB¥C-HETCOR
Residue|Atom |Shift (ppm)

LYS CA 57.20885
LYS CE 41.05144
LYS HB 1.86047

LYS HA 4.043441
LYS HE 1.912516
LYS HG 1.05548

LYS HD1 1.567726
LYS CB 31.18664
ALA HA 5.215998
ALA CA 53.52926
ALA CB 17.38771
ALA HB 1.500331
LEU HB 1.722259
LEU CA 54.65065
LEU CB 45.74404
LEU CD 21.23336
LEU CG 26.40453
LEU HA 4.025674
LEU | HDx 1.475394
LEU HG 1.654089
PRO CA 59.70033
PRO CD 50.16763
PRO HA 4.091916
PRO | HDx | 5.324984
PRO HG 8.090077
HIS HE2 8.090077
HIS HG 8.012932
HIS CE1 137.5765
HIS HE1 7.348598
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La figure 58 présente la superposition d’une expériences 1D 3'P en acquisition directe et

d’une expérience 'H3'-CP.

Deux populations de phosphore sont observables dans cet échantillon, une population a
un déplacement chimique de 2,5 ppm et une population a un déplacement chimique de 1
ppm. On peut voir qu’en détection directe 3'P, la population a 2,5ppm est plus importante
que la population & 1 ppm. En utilisant un transfert 'H3!P-CP, le signal de la population a

2,5 ppm perd en intensité par rapport a la population a 1 ppm.

Ce phénomeéne pourrait indiquer qu’il y a une plus grande distance entre les 3P de la
population a 2,5 ppm et les protons. Cela indiquerait alors que cette population correspond
au 3'P lié au peptide et la population & 1 ppm correspond au 'P en interaction avec les

protons plus proches et plus nombreux de 1'eau.
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Figure 58 — Superposition de I'expérience 1D 3'P en acquisition directe (spectre rouge :
16 scans, temps de recyclage : 60s, durée d’acquisition en dimension directe : 13ms) et de
'expérience "H*'P-CP (spectre noir : 32 scans, temps de recyclage : 3s, durée d’acquisition

en dimension directe : 45ms)
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Le spectre de l'expérience 2D 'H3'P-HETCOR présenté dans la figure 59 confirme cette
hypothése. En effet, on peut observer que la population 3'P & un déplacement chimique de
1 ppm présente des pics de corrélation aux valeurs 'H de 1,5 ppm et 6 ppm correspondant
respectivement aux formes OH™ et HyO de 'eau présente dans le tampon phosphate comme

décrit par Mathew et al.™.

HPO4? /Lys : He OQH7H,PO4 5

' .

Q
H20/HPO4%

0 .o -

12

[ppm]

31 P 4 3 2 1 0 -1 -2 [ppm]

Figure 59 — Spectre de I'expérience 2D '"H*'P-HETCOR. (208 scans, temps de recyclage :

3s, durée d’acquisition en dimension directe : 45ms)

Comme le montre la figure 60, on peut observer en A. sur le spectre de I'expérience 2D
'H3'P-HETCOR, une corrélation entre un proton du peptide et le phosphore des groupe-
ments phosphates. Cette corrélation se situe a une valeur située entre 2 ppm et 3ppm pour le
proton. En comparant cette valeur avec le spectre 2D 'H*C-HETCOR en B., nous observons

que ce déplacement chimique coincide avec celui du proton € corrélé avec carbone € de la
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lysine a 41 ppm. Cette identification est appuyée par le fait que le déplacement chimique du
proton associé a ce carbone est caractéristique et ne peut étre attribué a un autre proton.
De plus, ce résultat est cohérent avec la structure de la lysine, puisque le Ce se trouve a 'ex-
trémité de la chaine latérale, ce qui en fait un candidat logique pour l'interaction observée

avec le phosphore.

En conclusion, les résultats obtenus apportent un soutien supplémentaire a 1’hypothese
formulée dans la section 3.1.4 d’une interaction spécifique entre le groupement phosphate et
le groupement NH3™" de la chaine latérale de la lysine. Cette interaction semble jouer un role
clé non seulement dans la structuration, mais également dans la stabilisation des fibrilles,

confirmant ainsi son importance dans ’assemblage supramoléculaire.

0
H,*N M
HH NH
A. | B.

Lys: Ce/He
HPO4? / Lys : He

T T T T T T — [P T T T T T tepml
25 24 23 22 24 2 [ppm] 3 2 “ 0 39 [opml &

1SC

Figure 60 — Alignement des spectres des expériences HETCOR A. 2D 'H3*P-HETCOR B.
2D 'HB3C-HETCOR. La formule du résidu lysine est représentée avec le Ce et les He en bleu.
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3.4.4 Stratégie expérimentale pour I’étude des fibrilles de Vectofusin-

1 par RMN du solide en détection proton

Le développement de sondes et de rotors permettant d’atteindre des fréquences de rota-
tion supérieures a 50 kHz a rendu possible I'utilisation d’expériences avec détection 'H, trés
similaires a celles utilisées en RMN en solution® 29,

Ces expériences présentent plusieurs avantages significatifs pour I’analyse structurale et la
caractérisation des biomolécules et des composés chimiques. Les expériences 3D permettent
de répartir les signaux RMN dans trois dimensions (une dimension par noyau observé), ce
qui permet de réduire considérablement le chevauchement des pics dans les spectres. Cela

conduit a une meilleure résolution spectrale, facilitant I'attribution précise des signaux.

Les expériences 3D avec détection proton sont utilisées pour déterminer la structure
tridimensionnelle de molécules, en particulier les biomolécules telles que les protéines. Les
données 3D permettent de mesurer les distances entre les noyaux, d’obtenir des angles de

torsion et d’autres parametres structurels cruciaux.

Les expériences 3D facilitent ainsi I’étude des interactions mises en jeu dans les complexes
moléculaires et des changements conformationnels. Elles sont essentielles pour comprendre
les mécanismes moléculaires dans les systemes biologiques. Dans notre cas, I'utilisation de
telles expériences pourrait nous permettre d’élucider les interactions entre deux monomeres

de peptides au sein des fibrilles.

En RMN du solide a détection proton, pour réaliser ’attribution séquentielle de protéines,

les expériences décrites sur la Figure 61 peuvent étre utilisées.

Dans les titres des expériences, les lettres majuscules indiquent les atomes détectés et les
lettres minuscules indiquent les transferts d’aimantation sans détection.
L’expérience 3D-hCANH (a) permet d’observer une cohérence entre le Cad, le Ni et le Hi
d’un résidu i.
L’expérience 3D-hcoCAcoNH (b) permet d’observer une cohérence entre le Cai-1, le Ni et le
Hi d’un résidu i.
L’expérience 3D-hCOcaNH (c) permet d’observer une cohérence entre le COi, le Ni et le Hi
d’un résidu i. Enfin, L’expérience 3D-hCONH (d) permet d’observer une cohérence entre le
COi-1, le Ni et le Hi d’un résidu i.
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En utilisant la redondance d’informations obtenues par ces expériences, il est possible
de déterminer pour un résidu le déplacement chimique de son NH, CA et CO ainsi que les

déplacements chimiques des CA et CO du résidu précédent.

hCOcaNH

Figure 61 — Expériences de RMN du solide MAS en détection proton. Figure adaptée de*!

L’obtention des déplacements chimiques des atomes composant les chaines latérales des
résidus peut étre réalisée en utilisant différentes expériences. Parmi elles, 'expérience 3D-
hCCH décrite par la figure 62 permet d’obtenir les déplacements chimiques des carbones de
la chaine latérale ainsi que des protons qui leur sont liés. L’utilisation de cette expérience
en conjonction avec les expériences décrites précédemment dans la figure 61 permet alors

d’obtenir I’ensemble des déplacements chimiques des résidus composants le peptides.
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Figure 62 — (a) Expériences de RMN du solide MAS en détection proton 3D hCCH qui
permet d’observer une cohérence entre les Carbones et les protons qui leurs sont attachés au
sein d’un résidu. (b) Parmi les corrélations attendues sur le spectre hCCH (rose) se trouve la

corrélation entre CA-i et HA-i qui peut étre superposée en dimension *C avec la corélation

entre CA-i et H retrouvée sur le spectre 3D hCANH (orange). Figure adaptée de?!.

Ces expériences n’étant pas installées sur notre spectrometre, nous avons di installer
les séquences d’impulsions correspondant a ces expériences puis valider la méthode sur un
échantillon de référence avant de les utiliser sur un échantillon de fibrilles de Vectofusin-

1. Nous avons pour cela choisi d'utiliser le tripeptide 'H*¥CN-Formylmethionine-leucyl-

phenylalanine (fMLF).
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3.4.5 Matériel et méthode
Préparation des échantillons

Le peptide 'H3CYN-fMLF sous forme poudreuse a été inséré dans un rotor 0,7mm en
utilisant les outils 0.7mm MAS Rotor Tools Bruker BioSpin.

Les fibrilles de peptide 'H'3C'>N-Vectofusin-1 ont été transférées dans un rotor de 0.7mm
en oxide de zirconium par centrifugation en utilisant un prototype d’adaptateur pour centri-
fugeuse fourni par Bruker Biospin (Ettlingen, Allemagne). Les fibrilles ont été formées selon
le protocol décrit dans la section 3.1.3. Le culot de fibrilles a été inséré dans un cone de micro-
pipette fourni avec le prototype puis inséré dans le tube a centrifuger. L’échantillon a ensuite
été centrifugé a 4500g durant 30 minutes. Les fibrilles de peptide 'H**C'N-Vectofusin-1 ont
aussi été transférées par centrifugation dans les rotors 1.3 et 3.2mm par centrifugation en

utilisant un assemblage de cones de micropipettes.

Les déplacements chimiques 'H et *C des spectres ont été calibrés en utilisant le DSS

comme référence®?.

Séquences d’impulsions

Les expériences en détection proton ont été réalisées a 1’aide d’une sonde 0.7mm triple
HCN (100kHz MAS) et d’une sonde 1.3mm triple HCN (60kHz MAS) sur un spectrometre
750 MHz wide bore shield avec une console Avance III. La température a été régulée a 263°K

en utilisant une BCU-Xtreme (Bruker Biospin, Fallandren, Suisse).

Les séquences d’impulsions utilisées sont présentées dans les figures 63, 64, 65 et 66.

123



/2

- FID
1 | Découplage | |Suppression de I’eau| cp {\A [\ AAAn
INAAAS
UUUUV
i
Y
n/2 /2

cP H ’r cP Découplage I

Figure 63 — Séquence d’impulsion pour les expériences 2D hXH. Les transferts d’aimantation
de 'H a X sont réalisés par CP. La sélectivité de I'expérience est obtenue grace a l'offset

appliqué aux impulsions RF
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Figure 64 — Séquence d’impulsion pour les expériences 3D hCANH et hCONH. Les transferts

hC, CN et NH sont réalisés par CP. La sélectivité de l'expérience est obtenue grice aux
impulsions avec forme REBURP et ISNOB2 réalisées durant 1’évolution carbone (a) Séquence

d’impulsion pour une expérience hCONH (b) Séquence d’impulsion pour une expérience
hCANH
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Figure 65 — Séquence d’impulsion pour I'expérience 3D hCOcaNH. Les transferts hC, CN et
NH sont réalisés par CP. Le transfert sélectif entre CO et ca est obtenu grace aux impulsions
avec forme REBURP et ISNOB2 réalisées durant 1’évolution carbone
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Figure 66 — Séquence d’impulsion pour l'expérience 3D hCCH. Les transferts HC et CH

H

sont effectués par CP. Les transferts entre les carbones sont obtenus griace a une séquence

DIPSI-2 réalisée durant 1’évolution carbone

Les parametres utilisés durant les expériences réalisées sur la sonde 0.7mm sont présentés
dans le tableau 3.4.
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Tableau 3.4 —

Noyau Champs B1 Durée d’impulsion @ APHH
P90
'H 212 kHz 1,18 pus
13C 43 kHz 5,69 us
15N 40 kHz 8,89 us
'H-3C-CP
'H 60 kHz 1 ms Tan a=88°
13C 40 kHz
'H-PN-CP
'H 60 kHz 1 ms Tan a=88°
N 40 kHz
BON-CP
'H 25 kHz
13C 65 kHz 3 ms Tan a=88°
5N 35 kHz
Découplages

'H hétéronucléaire 25 kHz

'H homonucléaire 15 kHz

Les parametres utilisés durant les expériences réalisées sur la sonde 1.3mm sont présentés
dans le tableau 3.5.
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Tableau 3.5 —

Noyau Champs B1 Durée d’impulsion @ APHH
P90
'H 86,5 kHz 2,89 us
13C 62 kHz 4,02 ps
15N 34 kHz 6,96 us
'H-3C-CP
'H 105 kHz 1 ms Tan a=88°
13C 45 kHz
'H-PN-CP
'H 96,5 kHz 1 ms Tan a=88°
N 37,5 kHz
BON-CP
'H 10 kHz
13C 85 kHz 3 ms Tan a=88°
5N 25 kHz
Découplages
'H hétéronucléaire 10 kHz
'H homonucléaire 15 kHz

128




3.4.6 Reésultats et discussion

Validation de la méthode sur la sonde 0.7mm

Apres avoir installé les séquences d’impulsions correspondant aux expériences en détec-
tion proton, nous avons validé la méthode sur I’échantillon de référence 'H*3*C*N-fMLF sur
la sonde triple 0.7mm a 100kHz MAS.

Nous avons choisi d'utiliser une combinaison de 3 expériences, 3D-hCOcaNH, 3D-hCONH
et 3D-hCANH. En effet, cette combinaison permet d’obtenir une redondance sur le CO de
chaque résidu tout en limitant le nombre de transfert d’aimantation effectué dans chaque

expérience, nous permettant ainsi d’obtenir un meilleur rapport signal /bruit.

Nous avons réalisé des expériences de nutations sur les noyaux ‘H, 13C et N puis nous

avons optimisé les CP grace aux informations de champs obtenues.

Nous avons ensuite réalisé les expériences 3D citées précédemment et, comme le montre
la figure 67, pour un résidu i on retrouve un pic de corrélation N;H;CO; sur le spectre de 'ex-
périence hCOcaNH. Pour la méme valeur de déplacement chimique carbone, on trouve le pic
correspondant au N, 1H;,1CO; sur le spectre de I'expérience hCONH. On peut alors répé-
ter ce cheminement pour réaliser I'attribution séquentielle du peptide. L’expérience hCANH

peut alors étre utilisée pour déterminer le N;H;Ca; de chaque résidu.
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Figure 67 — Attribution séquentielle du peptide fMLF. Le spectre vert est celui de I’expérience
3D-hCOcaNH (32 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe :
40ms), le spectre rouge est celui de I’expérience 3D-hCONH (8 scans, temps de recyclage : 2s,
durée d’acquisition en dimension directe : 40ms) et le spectre bleu est celui de 'expérience
3D-hCANH(8 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe :
40ms).

L’expérience 3D-hCCH nous a ensuite permis d’obtenir les déplacements chimiques des
atomes composants la chaine latérale des résidus en se basant sur les déplacements chimiques
du Cai et COi obtenus par les expériences décrites précédemment. Un exemple de ce procédé

d’attribution est montré dans la figure 68.
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Figure 68 — Spectre de 'expérience 3D-hCCH (8 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’ac-
quisition en dimension directe : 18ms) montrant 'attribution des Carbones de la chaine
latérale du résidu méthionine du peptide fMLF. Le déplacement chimique des atomes CB,
CG et CO sont observables lorsque 1'on se place a la valeur de déplacement chimique 3C

CA précédemment obtenue vie I'expérience 3D-hCANH.

La majeure partie des résonances des chaines latérales du peptide 'H3CPN-fMLF ont
ainsi été attribuées. Les résonances qui ne sont pas visible dans cette expérience, telle que le
Ce de la Methionine qui est séparée du reste de la chaine latérale, ont pu étre attribuées en

utilisant une expérience 2D-hCH.

Nous avons ainsi validé cette méthode d’attribution sur notre équipement et tenté de

réaliser ces expériences sur les auto-assemblages de 'H*3¥CN-Vectofusin-1.

Expériences réalisées sur les fibrilles de Vectofusin-1 sur la sonde 0.7mm

Les CP 'H-13C (figure 69), 'H-°N (figure 70) et *C-'N ont été optimisées (champs RF
et temps de contact optimaux). Les rapports signal/bruit des CP 'H-'°N et 3C-!°N sont
plutdt faible par rapport a celui obtenu pour la CP 'H-'3C. Cet effet s’explique par la plus
faible sensibilité du noyau N ayant un ~ plus faible que le proton et le 13C et la quantité

moindre de noyaux '°N dans 1’échantillon.

131



[rel]

13'C |

Figure 69 — Spectre 1D "H-3C-CP des fibrilles de Vectofusin-1 (64 scans, temps de recyclage :

2s, durée d’acquisition en dimension directe : 30ms).
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Figure 70 — Spectre 1D 'H-'°N-CP des fibrilles de Vectofusin-1 & (128 scans, temps de

recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 30ms).

Les expériences 2D-hCH (figure 71) et 2D-hNh (figure 72) ont été réalisées en utilisant les
CP optimisées. La 2D-hCH est présentée sur la figure 71 et la 2D-hNH est présentée sur la
figure 72. Comme pour les expériences 2D-HETCOR présentées dans la section précédente,
avec seulement deux dimensions, la superposition des pics due a la faible diversité de résidus
au sein de la séquence, permet de distinguer des zones de regroupement des résonances d’une
couple carbone-proton ou azote-proton pour un type de résidu mais il n’est pas possible de

distinguer I’ensemble des pics individuels.
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Figure 71 — Spectre de I'expérience 2D-hCH des fibrilles de C'*N-Vectofusin-1 (64 scans,

temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 40ms).
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Figure 72 — Spectre de expérience 2D-hNH des fibrilles de C®N-Vectofusin-1 (258 scans,

temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 40ms).

Les transferts et découplages utilisés dans les expériences 3D ont ensuite été optimisés
et I'expérience 3D-hCaNH a été réalisée. Le spectre de I'expérience 3D-hCaNH est détaillé
sur la figure 73. A nouveau, on observe une superposition des pics et I’ajout d’une troisieme

dimension a I'expérience ne suffit pas a séparer suffisamment les pics.

Bien que les expériences aient été réalisées a tres haute vitesse de rotation, la résolu-
tion proton de 0,7ppm obtenue en 3D reste insuffisante pour attribuer les résonances avec

certitude.
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Figure 73 — Spectre de l'expérience 3D-hCaNH des fibrilles de *C!*N-Vectofusin-1 (512

scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 40ms). Le spectre

complet est présenté en (a) et une coupe 2D est présentée en (b)

Perspectives d’amélioration

Le manque de résolution proton observé a 100kHz est certainement di a la dynamique
de I’échantillon interne des fibrilles dans 1’échantillon. En effet, on peut observer sur la figure
74 que ’échantillon un fois hydraté, et donc avec des fibrilles certainement plus mobiles,
présente un signal mieux résolu mais deux fois moins intense (car moins de peptide dans le

rotor) que le signal d’un échantillon déshydraté.
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Figure 74 — Spectre 1D 'H des fibrilles de 3C'N-Vectofusin-1 & différentes taux d’hydra-
tation (4 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 100ms).

Echantillon déshydraté : rouge ; échantillon hydraté : noir
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Nous avons aussi observé (figure 75) que la perte de résolution engendrée par 1'abaisse-
ment de la rotation de 100kHz a 60kHz est minime.
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Figure 75 — Spectre 1D 'H des fibrilles de 3C¥N-Vectofusin-1 a différentes vitesses de

rotation (4 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 100ms).

Les rotors de 1.3mm ont une contenance de 2,5uL, qui est quatre fois supérieure a celle
d’un rotor de 0.7mm dont la contenance est de 0,59uL® permettant ainsi d’obtenir un
meilleur rapport signal/bruit puisque nous aurons ainsi la possibilité de mettre une plus

grande quantité d’échantillon dans un rotor de 1.3mm.

Nous avons tenté d’optimiser les expériences 3D sur la sonde 1.3mm a 60kHz, mais les
transferts 'H-13C, 'H-°N et 13C-!5N se sont révélés moins efficaces a cette vitesse de rotation

rendant impossible I'acquisition de spectres 3D.
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3.4.7 Expériences en détection hétéronoyaux

La résolution des spectres obtenus a tres haute vitesse de rotation n’étant pas satisfai-
sante pour réaliser 'attribution séquentielle des fibrilles de Vectofusin-1, Nous avons choisi
de changer de stratégie. La stratégie que nous avons choisi ensuite d’adopter est 'utilisation
d’expériences plus classiques en détection hétéronoyaux (1*C et 1°N)%4 28 En effet, la détec-
tion hétéronoyaux, par rapport a la détection proton, est particulierement avantageuse en
RMN du solide pour éviter les larges couplages dipolaires directs et améliorer la résolution

86,101 T utilisation de ces expériences a été

qui est le facteur limitant sur nos échantillons
rendue possible par 1'utilisation d'une cryo-sonde 3.2mm dans le laboratoire d’application de
Bruker sur le site de Féllanden en Suisse grace a une collaboration entre notre équipe et la

Dr Barbara Peronne?”.

En détection hétéronoyaux, la stratégie globale d’attribution est la méme qu’en détec-
tion proton, c’est a dire d’utiliser des expériences multidimensionnelles, pour établir des
connexions entre les acides aminés adjacents. Cette stratégie repose sur 3 expériences princi-
pales, les expériences 3D-NCOCX et 3D-NCACX™ ainsi que 1'expérience 4D-CANCOCX 28,

Les transferts impliqués dans les expériences 3D NCOCX et NCACX sont détaillés sur
les figures 76 et 77. Dans ces expériences, 'aimantation est transférée du Hi au Ni par CP,
puis sélectivement au COi ou Cai par polarisation croisée spécifique. Une étape PDSD ou
DARR est ensuite utilisée pour transférer ’aimantation a tout autre noyau 3C & proximité.
L’évolution est faite sur les noyaux '°N et 3C, puis détecté sur le *C, ce qui donne un
spectre 3D. L’expérience NCOCX relie un Ni au COi-1 et a d’autres atomes de carbone du
résidu i et 'expérience NCACX relie Ni a Cad ainsi qu’a d’autres atomes de carbone du
résidu i. Ces expériences permettent donc d’établir des liens séquentiels sans ambiguité entre

les résidus.

Les corrélations observées sont dues aux couplages dipolaires (a travers ’espace) c’est
pourquoi, en utilisant des temps de mélange longs (200 a 500ms) lors de I’étape de transfert
CX , il est possible d’observer des corrélations avec d’autres atomes de carbone plus éloignés

(Fleches grises sur les figures 76 et 77).
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Figure 77 — Expériences de RMN du solide 3D-NCACX (image tirée de??)
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Les transferts impliqués dans 'expérience 4D-CANCOCX sont détaillés sur la figure 78.
Dans cette expérience, 'aimantation est transférée du Hi au Cai par CP, puis sélectivement
au Ni par CP spécifique. Une autre étape de CP spécifique est utilisée pour transférer 1’ai-
mantation sur le CO;_;. Enfin, une étape PDSD est utilisée pour transférer I’aimantation
a tout autre noyau *C & proximité. Le déplacement chimique est évolué sur les noyaux
13Ca, N et ¥CO, puis détecté sur le 13C. Cette expérience est souvent exécutée en 3D en

éliminant une période d’évolution (typiquement I’évolution *CO).

Cette expérience est extrémement utile car elle fournit des corrélations similaires a celles
obtenues dans les expériences utilisant des transferts a travers les liaisons entre deux résidus
séquentiels avec un schéma Ca;,N;,CO;_1,Ca;_1, et diminue les problemes de chevauchement
du fait qu’il s’agit d'une expérience 4D. Le principal probleme de cette expérience est son
faible rapport signal/bruit du fait de ses nombreux transferts d’aimantation. Les trois trans-
ferts CP ont tendance a avoir une efficacité de transfert assez faible. Sur un échantillon qui
souffre d’un faible rapport signal /bruit, telles que les fibrilles de Vectofusin-1, il se peut qu’il

ne reste pas assez de signal a détecter a la fin de cette expérience.

(y—(ey—)  (wr—cy—(w)

Figure 78 — Expériences de RMN du solide 4D-CANCOCX (image tirée de??)
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3.4.8 Matériel et méthode

Les fibrilles de peptide 'H'3C!N-Vectofusin-1 ont été transférées dans un rotor de 3.2mm
spécifique pour 'usage en cryo-sonde par centrifugation en utilisant un assemblage de cones

de micropipettes.

Les expériences ont été réalisées a 1'aide d’une cryo-sonde 3.2mm triple HCN(12,5kHz
MAS) sur un spectrometre 600 MHz standard bore avec une console Avance Neo. La tem-
pérature a été régulée a 283°K en utilisant une BCU-Xtreme. (Bruker Biospin, Fallandren,

Suisse).

Les déplacements chimiques *C des spectres ont été calibrés en utilisant 1’adamantane

comme référence secondaire®?.
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3.4.9 Reésultats

La CP 'H-'3C a été optimisée, le spectre est présenté sur la figure 79. Le rapport si-
gnal /bruit obtenu sur ce transfert est le plus haut et avec la meilleure résolution que nous

ayons observé sur ce type d’échantillons jusqu’alors.
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Figure 79 — Spectre de 'expérience 'H-3C-CP des fibrilles de Vectofusin-1. (16 scans, temps

de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 23ms)
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Le transfert C-C a ensuite été optimisé via une expérience 2D-DARR. La figure 80 pré-
sente le spectre de cette expérience dans son ensemble et la figure 81 présente un zoom sur
la région des résonances des chaines latérales. Les résonances observées ont une résolution

assez fine de 0.6ppm C.

13C
10
d ced . .
o e
. 20
b K IR
‘e ‘e o " eg 30
L & ” +fa” L 40
»
‘o o .o - e oo Sq¢ 50
-'2 e L . - o
. - 60
70
- 80
90
100
F110
120
130
L4
140
150
160
170
.
LR J o -
v 3 ! 180
[ppm]
Ll T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 [ppen]

13C

Figure 80 — Spectre de I'expérience 2D-DARR des fibrilles de Vectofusin-1. (4 scans, temps

de recyclage : 2s, temps de mélange : 10ms, durée d’acquisition en dimension directe : 33ms)
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Figure 81 — région des chaines latérales sur le spectre de I'expérience 2D-DARR des fibrilles de

Vectofusin-1. (16 scans, temps de recyclage : 2s, temps de mélange : 10ms, durée d’acquisition
en dimension directe : 22ms)
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Le transfert 1?N-13C a été optimisé via une expérience 1D-hNC dont le spectre est présenté
sur la figure 82 avec un rapport signal /bruit satisfaisant pour I'utilisation dans les expériences
3D.
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Figure 82 — Spectre de 'expérience 1D-hNC des fibrilles de Vectofusin-1. (4 scans, temps de

recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 33ms)
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L’attribution des résonances sur les spectres des expériences 3D-NCOCX, 3D-NCACX

et 4D-CANCOCX présentés respectivement sur les figures 83, 84 est encore en cours. La

résolution observée sur les spectres 3D est de 0,7ppm 3C, qui est une résolution suffisante

pour la séparation des pics.
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Figure 83 — a) Spectre de I'expérience 3D-NCOCX des fibrilles de Vectofusin-1. b) coupe 2D

du spectre(8 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 22ms)
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Figure 84 — a) Spectre de 'expérience 3D-NCACX des fibrilles de Vectofusin-1. b) coupe

2D du spectre (16 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe :

33ms)
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3.4.10 Stratégie expérimentale pour la caractérisation d’interac-

tions peptide-peptide

Pour étudier les contacts peptide-peptide en utilisant la RMN du solide, plusieurs tech-
niques spécifiques peuvent étre utilisées. Dans le cas des fibrilles de Vectofusin-1, de précé-
dentes tentatives ont été réalisés par notre équipe®®. Dans ce cadre, le peptide Vectofusin-1 a
été synthétisé en phase solide avec différents marquages spécifiques via 'utilisation d’acides
aminés isotopiquement marqués 3C et °N. Les différents schémas de marquages sont dé-

taillés dans la figure 85.

1 KKALL HAALA HLLAL AHHLL ALLKK A
2 KKALL HAALA HLLAL AHHLL ALLKK A

KKALL HAALA HLLAL AHHLL ALLKK A
4 KKALL HAALA HLLAL AHHLL ALLKK A

Figure 85 — Peptides Vectofusin-1 synthétisés avec marquage spécifique!3C N. Les parties

de la séquence en rouge sont marquées isotopiquement

La stratégie qui avait été mise en place pour caractériser les zones d’interactions était des
réaliser des échantillons de fibrilles formées en utilisant un mélange 50/50 de deux marquages
différents. Des expériences 2D-DARR avec un temps de mélange de 400ms ont été réalisées
sur ces échantillons sur une sonde 2.5mm a une vitesse de rotation de 25kHz a un champ de
500MHz. Aucune corrélation intermoléculaire entre les différents peptides marqués n’a pu

étre observée par ces expériences.

Nous avons donc décidé dans ce travail de réutiliser les peptides sélectivement marqués

avec une approche différente.

Comme il a été décrit dans la section 3.2, les données obtenues par modélisation molé-
culaires prédisent un assemblage antiparallele des peptides Vectofusin-1 avec une distance
entre chaque monomeére de 10A. Il serait donc intéréssant d’adopter une stratégie prenant

en compte cette topologie et utilisant des transferts permettant de couvrir cette distance.
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Notre objectif a été d’utiliser une combinaison des marquages 2 et 3 présentés sur la
figure 85 pour obtenir un assemblage semblable a celui décrit par le modele présenté sur la
figure 86.

Cter

Nter

Figure 86 — Modele de dimere de Vectofusin-1 en conformation antiparalléle avec marquage
spécifique3C N. La partie de la séquence en rouge correspond au marquage 2 et la partie

de la séquence en orange correspond au marquage 3

Les expériences RMN que nous avons choisi d’utiliser sont les expériences 2D-NHHC et
2D-CHHC décrites par Lange et al.??. Ces expériences permettent respectivement d’obtenir
des corrélations N-C et C-C entre deux chaines peptidiques via un transfert longue distance

proton-proton.

Les transferts d’aimantation réalisés lors de ces expériences sont décrits par les figures
87 et 88.
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Figure 87 — Expériences de RMN du solide 2D-NHHC (image tirée de®). Dans cette ex-
perience, I'aimantation est initialement transférée de 'H & N par CP. L’aimantation est
ensuite transférée vers le proton adjacent, puis vers d’autres noyaux 1H a proximité. L’ai-

mantation est enfin transférée vers le *C pour étre détectée. Le spectre obtenu est en 2D
15N _13(152

) o) (O—m) (=) () ()

Figure 88 — Expériences de RMN du solide 2D-CHHC (image tirée de®). Dans cette ex-

perience, I'aimantation est initialement transférée de 'H & 3C par CP. L’aimantation est

ensuite transférée vers le proton adjacent, puis vers d’autres noyaux 1H a proximité. L’ai-

mantation est enfin transférée vers le *C pour étre détectée. Le spectre obtenu est en 2D
13113152
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Ces expériences contiennent des transferts proton-proton que nous avons optimisés en

utilisant une expérience 2D-RFDR.

La technique RFDR (Radio Frequency Driven Recoupling) est une méthode utilisée en
RMN du solide pour restaurer les interactions dipolaires entre spins nucléaires qui sont nor-
malement atténuées par la rotation a I’angle magique. Le principe de la RFDR repose sur
I'application d’une série d’impulsions RF a 180°(m-pulses) en synchronisation avec la rota-
tion du rotor qui permettent de recoupler les interactions dipolaires entre spins voisins, en
particulier entre protons. Ces impulsions ont pour effet d’inverser 1’évolution de 'hamiltonien
dipolaire, entre deux périodes de 'onde, annulant ainsi les effets de la rotation et recouplant
les interactions dipolaires. Grace a 'application répétée de ces impulsions, les spins voisins
sont recouplés, ce qui permet le transfert de polarisation entre eux. Ce transfert est propor-
tionnel a la distance entre les spins et il permet de détecter les contacts interatomiques qui

étaient auparavant masqués par la rotation MAS%.

Coupler ces expériences avec une expérience 3D-hCCH décrite dans la section précédente

nous permettra alors d’identifier tous les contacts intrarésiduels des acides aminés marqués.

Matériel et méthode

Trois échantillons de fibrilles de peptide Vectofusin-1 sélectivement marqué ont été pré-
parés selon le protocole décrit dans la section 3.1.3 : un échantillon avec le marquage 2, un

échantillon avec le marquage 3 et un échantillon avec un ratio 50/50 de chaque marquage.

Les échantillons ont été transférées par centrifugation dans les rotors 1.3mm par centri-

fugation en utilisant un assemblage de cones de micropipettes.

Les expériences ont été réalisées a 'aide d'une sonde 1.3mm triple HCN (60kHz MAS)
sur un spectrometre 750 MHz wide bore avec une console Avance III. La température a été

régulée a 263°K en utilisant une BCU-Xtreme (Bruker Biospin, Fallandren, Suisse).

Les expériences 2D-RFDR ont été réalisées a plusieurs temps de contact : 400us, 2ms et

10ms.

Les parametres utilisés durant les expériences réalisées sur la sonde 1.3mm sont présentés
dans le tableau 3.6.
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Tableau 3.6 —

Noyau Champs B1 Durée d’impulsion @ APHH
P90
'H 86,5 kHz 2,89 us
13C 62 kHz 4,02 ps
15N 34 kHz 6,96 us
'H-3C-CP
'H 105 kHz 1 ms Tan a=88°
13C 45 kHz
'H-PN-CP
'H 96,5 kHz 1 ms Tan a=88°
N 37,5 kHz
BON-CP
'H 10 kHz
13C 85 kHz 3 ms Tan a=88°
5N 25 kHz
Découplages
'H hétéronucléaire 10 kHz
'H homonucléaire 15 kHz
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Résultats et discussion

Les CP 'H-13C et 'H-'°N ont été optimisées (champs RF et temps de contact optimaux),
les spectres de ces expériences sont présentés sur les figures 89 et 90. Le rapport signal /bruit
de I'expérience 'H-"°N-CP est tres faible et ne permet donc pas la réalisation de I’expérience
2D-NhhC.
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Figure 89 — Spectre de I'expérience 'H-13C-CP des fibrilles de Vectofusin-1 avec le marquage

3.(64 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 40ms)
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Figure 90 — Spectre de I'expérience 'H-'N-CP des fibrilles de Vectofusin-1 avec le marquage

3.(64 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 30ms)
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L’expérience 3D-hCCH a été réalisée, le spectre est présenté sur la figure 91. Cette expé-

rience nous a permis d’atribuer les résonances des résidus marqués, I’exemple de 'attribution

des résonances de la lysine est présenté sur la figure 92.
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Figure 91 — Spectre de I'expérience 3D-hCCH des fibrilles de Vectofusin-1 avec le marquage

3.(64 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 30ms)
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Figure 92 — Résonances observées pour la Lysine du marquage 3
L’ensemble des résonances attribuées est détaillé sur la figure 93.

Résidu Ca CB Cy Cé Ce Ha HB Hy H& He
K2 60.5 326 255 295 39.485 4.005 1.814 0.576 1.65 2.923
A3 56.14 185 3.802 1.295

L 58 418 29 244 431 1.722 1.912 0.812
L 57.9 42 295 245 4.42 1.93 1.695 0.994

Figure 93 — Déplacements chimiques attribués pour les fibrilles de Vectofusin-1 avec le mar-

quage 3
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Les expériences RFRDR ont été réalisées, un exemple de RFDR a 10ms de temps de
contact est détaillé sur la figure 94. On peut remarquer que lorsque ’expérience est réalisée
de maniere synchrone, certaines corrélations a travers 1’espace sont observables telles que
celle des protons He et Hy qui n’est pas observable lorsque I'expérience est asynchrone. Nous
obtenons donc bien des corrélations a travers I'espace et ces transferts pourraient étre utilisés

pour détecter les contacts inter-peptides.
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Figure 94 — Spectres d’expériences 2D-RFDR sur les fibrilles de Vectofusin-1 avec le marquage
3 (48 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 200ms).
Le spectre noir correspond & une expérience synchrone (transferts réalisés via couplages
dipolaires) et le spectre rouge correspond a une expérience asynchrone (transferts réalisés

via couplages J ou NOE)
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L’expérience ChhC a été optimisée en 1D, on peut observer (figure 95) que ce spectre
montre une résonance a 50ppm inobservable dans I'expérience de CP ce qui indique l'efficacité

des transferts H-H longue distance.
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Figure 95 — Superposition des spectres d’expériences sur les fibrilles de Vectofusin-1 avec le
marquage 3. 1D-ChhC en noir (1024 scans, temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en
dimension directe : 10ms) et 1D-CP'C en rouge (64 scans, temps de recyclage : 2s, durée

d’acquisition en dimension directe : 40ms).

158



Les expériences ont ensuite été réalisées en 2-D sur deux échantillons : un échantillon de
fibrilles portant le marquage 3 et un échantillon de fibrilles constitué d’un mélange 50/50 de

peptides ayant le marquage 2 et de peptide ayant le marquage 3 (figure 96).

1SC
Label2+3 -
Label 3 o
13 c slo 5:0 4;0 3I0 zlo 1I0 :) [ppm]
Label 2 KKALL HAALA HLLAL AHHLL ALLKK A
Label 3 KKALL HAALA HLLAL AHHLL ALLKK A

Figure 96 — Superposition des spectres d’expériences 2D-hChhC sur les fibrilles de Vectofusin-
1 avec le marquage 3 (spectre rouge) et avec le mélange des marquages 2 et 3 (spectre noir).
Les deux expériences ont été réalisées dans les mémes conditions expérimentales (196 scans,
temps de recyclage : 2s, durée d’acquisition en dimension directe : 10ms, temps de contact
H-H : 500us).

On peut observer sur la figure 96 que 'expérience réalisée sur les fibrilles constituées
uniquement du marquage 3 ne présente aucuns crosspeaks, ce qui indique que dans ces
conditions, on ne detecte pas de contacts interpeptidiques. En revanche, on observe des
crosspeaks entre les différents résidus des deux marquages sur l'expérience réalisée sur des
fibrilles constituées des marquages 2 et 3 ce qui indiquerait la présence de contacts interpep-
tidiques entre les deux séquences marquées. Ces contacts impliqueraient donc une proximité

entres la partie N-terminale (marquage 3) d’une hélice et la partie C-terminale (marquage
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2) d’une autre hélice au sein des fibrilles de Vectofusin-1. Une telle organisation serait cohé-
rente avec les structures prédites par le programme Alphafold décrites dans la partie 3.2 qui

décrivent un assemblage en hélices antiparalleles.

Les expériences n’ont pas pu étre poursuivies suite a un crash de rotor dans la sonde
1.3mm, la rendant inopérante. les expériences seront reprises lorsqu’elle sera a nouveau opé-

rationnelle.

3.4.11 Conclusion

Nous avons réussi a caractériser par RMN du solide les résidus lysines impliqués dans
I'interaction avec les groupements phosphates permettant d’assurer la formation et la stabi-

lisation des fibrilles de Vectofusin-1.

Nous avons ensuite tenté de réaliser 'attribution séquentielle en utilisant la technique
Ultra Fast MAS avec un rotor de 0.7 mm en détection proton, mais la résolution obtenue s’est
avérée insuffisante pour des attributions précises. Par la suite, nous avons utilisé une cryo-
sonde de 3.2 mm, ce qui nous a permis d’obtenir une résolution suffisante et de commencer

I’attribution séquentielle, qui est actuellement en cours.

Nous avons également entrepris la caractérisation des interactions peptide-peptide, avec
des résultats encourageants. Ces études seront poursuivies des que la sonde sera réparée, afin

de finaliser I’analyse et approfondir la compréhension des mécanismes d’interaction.
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Conclusion générale

Durant ce travail, nous nous sommes intéressés aux peptides de la famille LAH4 et plus
particulierement au dérivé LAH4-A4 breveté sous le nom Vectofusin-1. Durant une pre-
miere étude fonctionnelle, nous avons cherché a comprendre comment les propriétés d’auto-
assemblage de ce peptide en fibrilles a-hélicales affectent son activité biologique d’augmen-

tation de transduction lentivirale.

Lors cette étude fonctionnelle, le comportement adopté par les peptides Vectofusin-1
lors de la mise en contact avec les milieux de cultures utilisés en thérapie génique a été
étudié. Nous avons montré que les peptides sous forme monomérique ajoutés aux milieux
ne s’assemblent pas en fibrilles mais en agrégats non organisés. Au contraire, des fibrilles
de peptide préformées en tampon phosphate restent eux stables dans ces mémes milieux.
Au cours de notre collaboration avec le laboratoire ART-TG dirigé par la Dr. Anne Galy,
nous avons montré que la forme fibrillaire de Vectofusin-1 présente une activité biologique
différente de la forme monomérique. Nous avons d’abord montré que les différentes formes du
peptide n’ont pas la méme capacité de fixation aux vecteurs lentiviraux, les formes fibrillaires
ayant une meilleure capacité de fixation et une capacité a relarguer la charge virale au cours
du temps. Nous avons ensuite montré que 'activité d’augmentation de la transduction virale
est grandement affectée par I'assemblage des peptides et que cette activité est dépendante
du type cellulaire traité. En effet, sur les cellules de cancer colorectal humain HTC-116,
les peptides Vectofusin-1 présentent une forte amélioration de la transduction virale qui
est équivalente pour la forme fibrillaire et monomérique. Au contraire, pour les cellules de
lymphocytes leucémiques JURKAT, la forme fibrillaire de Vectofusin-1 présente une bien

meilleure activité que la forme monomérique.
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Nous avons ensuite réalisé une étude structurale des assemblages de Vectofusin-1 par
différentes méthodes. In silico, par prédiction de structure en utilisant 1’algorithme Alphafold
et par deux méthodes biophysiques, la microscopie électronique a transmission et la RMN a

I’état solide.

Durant cette étude, nous avons montré par microscopie électronique a transmission que
I’assemblage du peptide Vectofusin-1 en structures supramoléculaires est dépendant de plu-
sieurs parametres tels que la température, le pH, le solvant et d’actions mécaniques comme
I’agitation et la sonication. De légeres variations dans ces parametres lors de la fibrillation
peuvent affecter ’assemblage de maniere dramatique. Nous avons montré que la formation
de fibrilles nécessite un environnement ou les lysines sont protonées et les histidines dépro-
tonées, en présence de groupements phosphates. De plus, nous avons montré que les fibrilles
de Vectofusin-1 peuvent s’assembler en super structures qui prennent la forme de tubules

fermés aux extrémités.

Des prédictions de structures avec un haut indice de confiance ont été produites via I’al-
gorithme Alphafold 3. Ces structures prédisent un assemblage antiparallele des peptides avec
une proximité entre les histidines des monomeres suggérant une interaction stabilisatrice. De
plus, les distances entre les peptides que nous avons pu mesurer dans ces modeles concordent

avec les données expérimentales précédemment obtenues par notre équipe.

Pour pouvoir réaliser I’étude des assemblages de Vectofusin-1 par RMN du solide, nous
avons au préalable produit un protocole d’expression et de purification reproductible du
peptide Vectofusin-1 en systeme bactérien E.coli avec la possibilité de produire le peptide
avec un marquage isotopique 13C-?N avec un rendement de 10mg par litre de culture pour
I'usage en RMN. Durant 1’étude des fibrilles formées par le peptide Vectofusin-1 par RMN
du solide, nous avons validé une méthode d’attribution séquentielle de peptide par RMN du
solide en détection proton sur nos équipements. La faible résolution proton obtenue sur les
fibrilles de Vectofusin-1 a rendu l'attribution séquentielle des fibrilles impossible sur notre
équipement due a une superposition excessive des pics observables. Gréace a une collaboration
avec la Dr. Barbara Perrone, nous avons pu réaliser les expériences équivalentes en détection

hétéronoyaux dans le laboratoire d’application de Bruker a Fallanden en Suisse.

Les spectres de ces expériences sont encore en cours d’attribution mais leur résolution

devrait étre suffisante pour réaliser une attribution complete.
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Nous avons ensuite utilisé une combinaison de marquages spécifiques 1*C1°N afin d’étudier
les interactions peptide-peptide mises en jeu dans les assemblages via l'utilisation d’expé-

riences reposant sur des transferts dipolaires proton-proton.

Enfin, nous avons pu montrer par RMN du solide via une combinaison d’expériences 2D-
HETCOR 'H-13C et 'H-3'P que les interactions liant le peptide aux groupements phosphates
nécessaires a la fibrillation se font via les lysines présentes aux extrémités des peptides,
confirmant en partie notre hypothese émise lors de I’étude par TEM sur les forces mise en

jeu lors de I'assemblage des peptides.
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Perspectives de I’étude

L’étude fonctionnelle des assemblages de Vectofusin-1 pourrait étre continuée en réalisant
une étude plus poussée sur des échantillons issus de prélevements de patients comme dans
de précédents travaux de PART-TG %,

L’étude réalisée sur les conditions de fibrillation du peptide Vectofusin-1 a montré que
les fibrilles de Vectofusin-1 peuvent s’assembler en super structures qui prennent la forme de
tubules fermés aux extrémités. Cependant, bien que ces structures puissent étre produites de
maniere reproductible, les conditions exactes menant a la formation de ces structures ne sont
pas encore connues. Une étude plus fine des conditions permettant ces assemblages pourrait

permettre leur utilisation en tant que biotechnologie.

L’étude des interactions peptide-peptide par RMN du solide pourrait a ’avenir étre com-
plétée en réalisant les expériences RMN que nous avons menées sur des fibres formées a
partir d’autres combinaisons de 2 peptides marqués. En outre, une stratégie consistant a
exprimer des peptides marqués uniformément 3C et d’autres peptides marqués uniformé-
ment '°N permettrait de réaliser des expériences avec des transferts spécifiques 3C-1"N qui
faciliteraient 'attribution, notamment au niveau des histidines. De telles expériences pour-
raient permettre de valider ou infirmer les modeles prédits par Alphafold durant ce travail.
De tels marquages rendraient aussi possible I'utilisation d’expériences REDOR qui sont des
expériences RMN permettant de mesurer des distances dans les solides, nous donnant ainsi

plus d’informations sur la structure des fibrilles.

Enfin, une fois la compréhension des assemblages de Vectofusin-1 suffisamment avancée,
il sera alors envisageable d’étudier les interactions entre les peptides et les vecteurs viraux
par RMN du solide.
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Etude structurale et fonctionnelle des assemblages
supramoléculaires du peptide Vectofusin-1

Résumé

Les peptides de la famille LAH4 sont des peptides cationiques qui se replient en hélices alpha et in-
teragissent avec les membranes phospholipidiques. Ces peptides peuvent s’assembler en nano-fibrilles.
Dans cette these, nous avons étudié le dérivé LAH4-A4 breveté sous le nom Vectofusin-1. Une étude
fonctionnelle a révélé que ses propriétés d’auto-assemblage influencent son activité biologique en tant
qu’'adjuvant améliorant la transduction lentivirale. Lors d’une collaboration avec le laboratoire ART-
TG, nous avons montré que les formes fibrillaires et monomériques de Vectofusin-1 different en activité
biologique, notamment selon le type cellulaire. Un protocole de production et purification du peptide
Vectofusin-1 basé sur ’expression en systéme bactérien avec marquage isotopique a été mis en place.
Une étude biophysique, par microscopie électronique, a démontré que la formation de fibrilles dépend
de parametres précis comme le pH, le solvant et la température. Une étude structurale par RMN du
solide a permis de caractériser en partie les interactions impliquées dans la formation et la stabilisation
des fibrilles.

Mots clés : peptides antimicrobiens ; transduction lentivirale ; assemblages supramoléculaires ; nanofi-

brilles ; expression bactérienne ; marquage isotopique ; RMN du solide ; interaction peptide-peptide.

Summary
LAH4 peptides are cationic peptides that fold into alpha-helices and interact with phospholipid mem-
branes. These peptides can assemble into nanofibrils.
In this thesis, we studied the LAH4-A4 derivative patented under the name Vectofusin-1. A functional
study revealed that its self-assembly properties influence its biological activity as an adjuvant enhancing
lentiviral transduction. In collaboration with the ART-TG laboratory, we demonstrated that the fibrillar
and monomeric forms of Vectofusin-1 differ in biological activity, particularly depending on the cell type.
A protocol for producing and purifying Vectofusin-1 peptide based on isotopically labeled bacterial ex-
pression was established.
A biophysical study using electron microscopy showed that fibril formation depends on specific pa-
rameters such as pH, solvent, and temperature. A structural study using solid-state NMR partially
characterized the interactions involved in the formation and stabilization of fibrils.
Key words : antimicrobial peptides; lentiviral transduction ; supramolecular assemblies ; nanofibrils ;

bacterial expression ; isotope labelling ; solid state NMR. ; peptide-peptide interaction.




