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AVANT-PROPOS

Les travaux présentés dans ce mémoire ont été¢ réalisés au sein de 1I’Equipe de Chimie
Bioorganique et Bioinorganique (ECBB) a I’Institut de Chimie Moléculaire et des Matériaux
d’Orsay (ICMMO) sous la direction du Prof. Laurent Salmon dans le cadre de la thématique
Inhibiteurs d’aldose-cétose isomérases : aspects structuraux, mécanistiques et thérapeutiques
développée au laboratoire. Le travail de thése présenté dans ce rapport a pour objet I'étude de
deux enzymes de la classe des aldose-cétose isomérases : la phosphomannose isomérase de
Candida albicans (CaPMI), impliquée dans les infections fongiques appelées candidoses, et la
phosphoglucose isomérase humaine (hPGI), connue également sous le nom de facteur de motilité
autocrine (AMF), un biomarqueur validé de cancers métastatiques. Etant donné le role que
jouent CaPMI dans la survie de Candida albicans et celui de I'AMF-PGI dans le développement
de cancers métastatiques chez I’homme, ces deux enzymes représentent des cibles thérapeutiques
potentielles pour développer respectivement de nouveaux antifongiques et anti-métastatiques.
L’obtention de structures tridimensionnelles de complexes enzyme — inhibiteur présente des
intéréts mécanistique et thérapeutique indéniables, notamment dans le cas de la phosphomannose
isomérase de Candida albicans pour laquelle aucune structure tridimensionnelle avec un
inhibiteur ou un substrat au site actif n’a été décrit dans la littérature. De méme, le mise au point
de nouveaux dispositifs pour le diagnostic précoce de biomarqueurs cancéreux présente un
intérét thérapeutique évident. Ce manuscrit rapporte ainsi : 1) la synthése de nouveaux
inhibiteurs potentiels de la phosphomannose isomérase de Candida albicans et de la
phosphoglucose isomérase humaine, 2) la surexpression et la purification des deux cibles
enzymatiques, 3) I'évaluation cinétique des inhibiteurs synthétisés sur les deux enzymes, 4) la
cristallisation et la résolution de deux structures tridimensionnelles & haute résolution obtenues
par diffraction des rayons X de complexes enzyme — inhibiteur et 5) la conception d’un
biocapteur électrochimique a partir d’un des inhibiteurs synthétisés pour la détection du facteur

de motilité autocrine AMF dans le plasma humain.
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INTRODUCTION

GENERALITES SUR LES ALDOSE-CETOSE ISOMERASES :
PRESENTATION DES PHOSPHOMANNOSE ET DES
PHOSPHOGLUCOSE ISOMERASES ET OBJECTIFS DE LA
THESE
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1. Les phosphomannose et phosphoglucose isomérases : de la classe

des aldose-cétose isomérases

Les aldose-cétose isomérases (EC 5.3.1.X) sont des oxydoréductases intramoléculaires catalysant
I’interconversion réversible entre un aldose et un cétose, selon un mécanisme de transfert
d’hydrogene, entre les deux carbones C1 et C2 d’une part, et entre les deux oxygénes O1 et O2

d’autre part (Schéma 1).

H

E.C.5.3.1.X OH
H OH — o

R R

Schéma 1. Réaction catalysée par les aldose-cétose isomérases.

A ce jour, 35 enzymes appartenant a cette famille sont référencées, dont les plus connues sont :

- La D-xylose isomérase XI (EC 5.3.1.5) catalyse I’isomérisation réversible du D-xylose en
D-xylulose. Elle catalyse également la conversion du D-glucose en D-fructose pour la
production de sirops de mais a haute teneur en fructose a I’échelle industrielle.” Cette
enzyme a montré également un intérét thérapeutique en réduisant les symptémes associés

au syndrome de la malabsorption du fructose.?
- La ribose phosphate isomérase RPI (EC 5.3.1.6) est impliquée dans la voie des pentoses
phosphates. Elle catalyse I’isomérisation réversible du 5-phosphate D-ribose (R5P) en 5-

phosphate D-ribulose (Ru5P).

- Latriose phosphate isomérase TIM (EC 5.3.1.1) et la phosphoglucose isomérase PGI (EC
5.3.1.9) sont impliquées dans la glycolyse.

- La phosphomannose isomérase PMI (EC 5.3.1.8) est située a un carrefour metabolique

entre la glycolyse et le métabolisme du mannose.
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1.1. Découverte des phosphomannose et phosphoglucose isomérases
La phosphoglucose isomérase (PGI) a été découverte pour la premiére fois par Lohmann en

1933.% Elle a longtemps été connue sous le nom «d’isomérase de Lohmann » catalysant
I’interconversion réversible entre le 6-phosphate-D-glucose (G6P) et le 6-phosphate-D-fructose
(F6P, Schéma 2).

En 1947, Gottschalk a proposé, lors des études de I’effet de la température sur la vitesse de
fermentation du glucose et du mannose, 1’existence de deux types d’isomérases I et II ayant pour
fonction de convertir les 6-phosphate aldohexoses en un produit commun, le 6-phosphate D-

fructose (Schéma 2).

Isomérase I Isomérase I1

6-phosphate-D-glucose <—= 6-phosphate-D-fructose @<—=  6-phosphate-D-mannose

Schéma 2. Les deux isomérases | et Il proposées par Gottschalk en 1947.

Plus tard, la distinction entre la PMI et la PGI a été établie par Slein en 1950 qui a réussi a
purifier les deux enzymes & partir du muscle du lapin.> La PMI a été décrite comme isomérisant
le 6-phosphate-D-mannose (M6P) en deux stéréoisomeéres possibles, le G6P ou le F6P (Schéma
3). Le produit de la réaction catalysée par la PMI est demeuré inconnu, 1’enzyme n’ayant pas pu

étre isolée totalement sans PGI.

Mannose-6-Phosphate

/ PMI? \

Glucose-6-Phosphate <=—= Fructose-6-Phosphate
PGI

Schéma 3. La PMI, enzyme isomérisant le M6P en G6P ou en F6P, d’aprés Slein.®

En 1958, I’interconversion réversible entre le FOP et le M6P catalysée par la phosphomannose
isomérase a été décrite définitivement par Noltmann et Bruns qui ont réussi a purifier la PMI de

levure de biére exempte de PGI. °
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La PMI et la PGI auxquelles nous nous intéressons catalysent donc I’isomérisation réversible du
6-phosphate D-fructose (F6P), respectivement en 6-phosphate D-mannose (M6P) et en 6-
phosphate D-glucose (G6P). Ces deux réactions procédent d’une catalyse acido-basique (transfert
de proton entre C1 et C2) au cours de laquelle se forment des intermédiaires anioniques de type

1,2-cis-énediolate (Schéma 4).”*

0§ _H
HO—
HO—
—OH PMI
—OH
oo i 7’ CH,OH
6-phosphate D-mannose |_O (OH) f)
(M6P) —OH
HO— HO
—OH OH
—OH OH
O —0PO,> OPO,Z
—OH - - ) i
HO— IHE 6 phOSph(ath 11)) fructose
1,2-cis-¢nediol(ate)
—OH PGI
—OH
L—OPO,*

6-phosphate D-glucose
(G6P)

Schéma 4. Réactions catalysées par la PMI et la PGI.

1.2. Mécanisme de transfert d’hydrogéne
Concernant la réaction catalysée par les aldose-cétose isomérases, deux types de mécanisme de

transfert d’hydrogéne entre les deux carbones C1 et C2 des substrats ont été rapportés'® : soit par

un transfert de proton et passage par un intermédiaire de haute énergie (IHE) de type « 1,2-cis-

11,12

enediol(ate) » comme dans le cas de la triose phosphate isomérase, soit par un transfert

13,14

d’hydrure comme dans le cas de la xylose isomérase (Schéma 5). D’une manicre générale, il

semblerait que I’isomérisation des sucres phosphorylés fasse intervenir un mécanisme de type

35



transfert de proton alors que celle des sucres non-phosphorylés implique un mécanisme de type

transfert d’hydrure.

Transfert de proton : passage par un énediol(ate)

3
HZO — H\o/ H

|

_3, H-A B-3H
B-3H /‘ A 834
. H_ O H_ OH &H/ OH 3'1" H
~ ©C=0 \|/ \|/ H-C-OH ©u  H-C-OH
B: 3 ~l —_— I — | —_— I —_— | |
H-C-OH _C. = _C. = cn T c=0 c=0
I R” ~O-H R” "O-H RO i i
R g R R

(§0 = K
H-Cr0 ¢=0
R H R

Schéma 5. Mécanisme de transfert d’hydrogéne par transfert de proton ou transfert d’hydrure. Exemple d’un
marquage isotopique en C2.

Grace a des études de marquage isotopique, la discrimination entre les deux mécanismes
d'isomérisation est possible. Dans le cas d'un mécanisme d’isomérisation par transfert de proton,
I'utilisation d'un solvant marqué (oxyde de deutérium « ?H,O » ou de tritium « *H,0 ») et d'un
substrat non-marqué permet de suivre 1’incorporation de I’isotopie dans le produit formé. De
méme, l'utilisation d'un substrat marqué en C2 (pour un aldose) ou en C1 (pour un cétose) dans
I'eau non-marquée donnera de I'eau marquée dans le cas d'un mécanisme par transfert de proton.
Cependant, l'absence de transfert d'isotopie dans le solvant ou le produit ne prouve pas
I'existence d'un mécanisme d’isomérisation par transfert d’hydrure. Ce dernier ne peut étre
confirmé que par des études structurales, ou en réalisant la réaction d'isomérisation a plus haute
température, ou encore en présence d’un agent dénaturant comme I’urée ou le chlorure de

guanidinium rendant ainsi les molécules d’eau accessibles au site actif.®
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2. Présentation générale de la phosphomannose isomérase (PM)

2.1. Reaction catalysée par la PMI
Découverte en 1950, la PMI (EC 5.3.1.8) catalyse I’isomérisation réversible entre le 6-phosphate

B-D-mannopyranose (B-M6P) et le 6-phosphate B-D-fructofuranose (B-F6P) selon un mécanisme

de transfert de proton et avec une spécificité absolue pour 1’anomére p de chaque substrat.’>*®

Cette réaction procéde d’une catalyse acido-basique au cours de laquelle se forme un

intermédiaire de haute énergie (IHE) de type 1,2-cis-énediol(ate) (Schéma 6).%*’

#

0°(OH) CH,OH
OPO.Z HO L on o OPO,*
o o HO PMI HO PMI  HO o PH
HO -0 — OH OH — OH ——= HO OH
HO OH OH OH OH OH
OPO,? OPO,% OPO,Z
6-phosphate B-D- MeP IHE F6P 6-phosphate -D-
mannopyranose 1,2-cis-énediol(ate) fructofuranose
(B-M6P) (B-F6P)

Schéma 6. Réaction catalysée par la PMI : passage par un énediol(ate). L implication de [’enzyme dans les étapes
d’ouverture et de fermeture du cycle n’a pas été démontrée.

La PMI est une enzyme tres répandue dans la nature et se trouve aussi bien chez les organismes
eucaryotes que procaryotes ou elle constitue un lien entre la glycolyse et le métabolisme du
mannose permettant la synthése de structures mannosylées ou de glycoconjugués (voir
paragraphe 2.5.1.). Toutefois, elle est moins répandue dans le régne végétal d’ou I’utilisation
récente de la PMI d’Escherichia coli comme un géne marqueur de sélection des plantes : seules
les plantes transformées sont capables de pousser sélectivement sur du milieu utilisant le

mannose comme source unique de carbone.*®?°

2.2. LaPMlI : complexe enzyme-metal
En 1958, Noltmann et Bruns ont suggéré la présence d’un métal au sein de la PMI des

érythrocytes du porc du fait de son inhibition par des agents chélatants comme le versene, la
phénanthroline et le o,0’-bipyridine.”* Cette observation a été confirmée plus tard par Gracy et

Noltmann qui ont réussi & purifier la PMI de Saccharomyces cerevisiae.? Ils montrent alors que
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la PMI de levure est une enzyme monomeérique ayant une masse moléculaire de 45 kDa et
contenant un atome de zinc par protéine.?® Les auteurs rapportent que ce cation divalent semble
jouer non seulement un réle structural, mais également un réle important dans la catalyse de la
réaction enzymatique. D’une part, I’enzyme est strictement protégée par le substrat et par des
inhibiteurs compeétitifs de I’inhibition par des agents chélatants, confirmant ainsi que le métal se
trouve bien au sein du site actif de I’enzyme. D’autre part, le zinc stimule fortement
I’isomérisation non-enzymatique ou autrement dit la transformation de « Lobry de Bruyn-
Alberda van Ekenstein » du M6P.

2.3. Les différents types de PMI : classification de Proudfoot

Tableau 1. Les différents types de PMI.

PMI type | PMI type 1l PMI type 111
Saccharomyces cerevisiae??% Rhizobium meliloti®’

Aspergillus nidulans® Escherichia coli®®

Candida albicans®"*® Salmonella typhimurium®
Leshmania mexicana® Acetobacter xylinum*

Escherichia coli® Acinetobacter calcoaceticus®
Salmonella enterica® Helicobacter pylori®®
Cryptococcus neoformans® Pseudomonas aeruginosa™

Caenorhabditis elegans Rhodospirillum rubrum®
Streptococcus mutans®? Xanthomonas campestris*®

Homo sapiens™?

Suite a la purification de la PMI de levure, I’enzyme a longtemps été décrite comme ayant la
seule fonction de catalyser I’isomérisation réversible entre le M6P et le F6P. Plus tard, I’équipe
de Shinabarger a réussi a purifier la PMI de Pseudomonsas aeruginosa qui s’est révélée alors
bifonctionnelle, possédant en plus de son activité isomeérase (PMI) une seconde activité
guanosine-5’-diphospho-D-mannose pyrophosphorylase (GMP).>* Sur la base de ces résultats,
mais principalement a partir des alignements de séquences primaires des différentes protéines

ainsi qu’en se basant sur leurs propriétés cinétiques et physico-chimiques, Proodfoot et al.?® ont
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proposé une classification des PMI en 3 classes distinctes, qui fut ensuite complétée par Jensen et
al. (Tableau 1).%

2.3.1. Les PMI de type |

Les PMI de type | sont des enzymes monofonctionnelles ne catalysant que la réaction

d’isomérisation réversible entre le M6P et le FOP. Elles sont monomériques, de masse
moléculaire d'environ 45 kDa et comprennent toutes un atome de zinc au sein de leur site actif.

Leur pH optimal varie entre 7 et 8.5 (Tableau 2).

Tableau 2. Quelques propriétés de PMI de type | provenant de différents organismes.

Organisme MW (kDa) Monomére/dimére | Cation métallique | pH optimal
S. cerevisiaie” 45 Monomeére Zn** 7-1.2
H. sapiens®* 48 Monomére zZn** 7-75
C. albicans®™*"? 46 Monomére Zn** 7-7.5
S. typhimurium®#? 42 Monomére Zn** 8.5

Elles sont homologues avec une identité de séquence supérieure a 30%. Les résidus importants
du site actif ainsi que les ligands du zinc sont conservés d’une enzyme a 1’autre (Figure 1). Ces
enzymes ne tolérent pas un changement au niveau de leur cofacteur métallique. Ainsi, le
remplacement du zinc par d’autres métaux comme le nickel, le cadmium, le manganese, le cuivre
ou le fer entraine une perte de leur activit¢ PMI. Cependant, une augmentation de ’activité
isomérase a été remarquée avec le cobalt uniquement.? Cette classe regroupe les PMI des
organismes eucaryotes identifiées dont la PMI humaine, les PMI de plusieurs levures dont le
chef de file est la PMI de Saccharomyces cerevisiae, ainsi que les PMI de la plupart des bactéries

et des parasites (Tableau 1).
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Figure 1. Alignement de séquences de PMI de type | provenant de six organismes différents (C. albicans, S.
cerevisiae, H. sapiens, E. coli, S. typhimurium, B. subtilis). La structure secondaire ainsi que la numérotation
affichée correspondent au CaPMI. Les résidus identiques dans toutes les séquences sont représentés en caractere
blanc et surlignés en rouge. Les résidus similaires sont surlignés en jaune. Les ligands du zinc sont marqués par un
asterisque. Les autres acides aminés importants du site actif sont marqués par un triangle.””** Cet alignement a été
réalisé avec CLUSTALW et a été illustré avec ESPript.

2.3.2. Les PMI de type Il
Les PMI de type Il sont des enzymes bifonctionnelles ayant une masse moléculaire d'environ 55

kDa et se trouvent exclusivement chez les bactéries (Tableau 1). Elles interviennent a deux
niveaux distincts du métabolisme du mannose : en plus de leur activité isomérase ou PMI
(isomérisation réversible du M6P en F6P), ces enzymes catalysent grace a leur activité
guanosine-5’-diphospho-D-mannose  pyrophosphorylase (GMP), la derniére étape de la
production du GDP-mannose (guanosine-diphospho-D-mannose) (Schéma 7). Ce dernier est un
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précurseur des manno-conjugués nécessaires a la survie cellulaire aussi bien des eucaryotes que

des procaryotes® et a la pathogénicité de la plupart des microorganismes. 33444

2-
0P83 oH OPO,2 gg GTP PPi g(")'
HO o o
HO Ho -0 HO \. 4 HO
OH H&OH HO HO
OH PMI PMM 0PO,> GMP -
F6P M6P M1P GDP-mannose

Schéma 7. Voie de biosynthése du GDP-D-mannose a partir du F6P. PMI = phosphomannose isomérase, PMM =
phosphomannomutase, GMP = guanosine-diphospho-D-mannose pyrophosphorylase, GTP = guanosine
triphosphate, Ppi = pyrophosphate, F6P = 6-phosphate D-fructose, M6P = 6-phosphate D-mannose,

M1P = 1-phosphate D-mannose, GDP-mannose = guanosine-diphospho-D-mannose.

Les PMI de type II recquic¢rent également la présence d’un métal dans leur site actif pour étre
fonctionnelles. Mais contrairement aux PMI de type I, ces enzymes tolerent bien une variation au
niveau du cofacteur métallique. Elles sont actives non seulement avec le zinc, mais aussi avec
une large gamme de cations divalents tels que Co**, Mg®*, Ni?*, Mn?*, et Ca®*. %3¢

Bien qu’homologues entre elles,® elles ne partagent cependant qu’une faible similarité de
séquence avec les PMI de type | qui se limite & un petit motif d’acides aminés® appartenant au

domaine PMI des enzymes bifonctionnelles (Figure 2).

P, aeruginosa (I1) 389 TVEPGARLSLQMHHHRAEHW
X. campestris (11) 386 TVEPGATLSLQMHHHR . EHW
R. rubrum (11) 398 VVQPGERLSLQMHHHRAEHW
A, calcoaceticus (11) 392 TVEPGOELSIQMHHHRSEHW
8. mutans (1) 92 ILDANDWLSVQVHPDNAYAL
E. coli (1) 94 VLCAAQPLSIQVHPNEHMNSE
5. enterica (1) 04 VLOAAKPLSIQVHPNERNSE
A. nidulans (1) 104 VLSIREALSIQAHPNKELAE
5. cerevisiae (1) 106 VLSIEEVLSIQAHPDEALGK
C. albicans (1) [O8 VLSIEEVLSIQAHPDEKLGA
H. saplens (T 107 VLEVETPLSIQAHPNEELAE
C. elegans (1) 96 VLSVLGPLSIQIHPTKEQGK

Figure 2. Le motif commun aux PMI de type | et Il (acides aminés en caractére gras).

D’apres la structure 3D de la PMI de C. albicans®’ (type 1), ce motif coincide avec les résidus

108 & 113 se trouvant dans le site actif de la protéine.?”** La conservation de ces résidus entre les
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PMI de type I et Il évoque bien un processus catalytique commun qui renvoie a leur activité

isomérase.

2.3.3. Cas particulier : organismes possédant deux types de PMI

La coexistence exceptionnelle d’une PMI de type I et d’une autre enzyme a activité GMP a été
remarquée chez E. coli et S. typhimurium.?® Sur la base d’homologies de séquences, cette
protéine a activité GMP a été considérée comme étant une PMI de type Il. Cependant, la raison
pour laquelle ces entérobactéries possedent deux types de PMI n’est pas claire. Une hypothése
attribuant des roles différents aux deux types d’enzymes a été émis par Proodfoot et al : les
enzymes de type | sont de préférence impliquées dans le métabolisme du D-mannose, alors que
les enzymes de type Il interviennent plut6t dans la synthése des capsules polysaccharidiques.?

2.3.4. Les PMI de type 111

Cette classe se limite a la PMI de la bactérie négative Rhizobium meliloti qui présente une

similarité de séquence tres faible avec les PMI de type | et I1.

2.3.5. Les PMI type IV

Une nouvelle famille de PMI a été récemment décrite dans la littérature. Parmi les PMlIs

appartenant a cette famille, on peut citer DmPMI (Dehalococcoides mccartyi PMI) ainsi que les
homologues de la famille des actinobactéries, des firmicutes et des bactéroidétes.”® Les PMI
appartenant a cette famille partagent une homologie de séquence trés faible avec les PMI des
autres familles et ont une activité PMI plus faible.

2.4. Connaissances mécanistiques et structurales sur la PMI de C.

albicans
En 1996, Cleasby et al. sont les premiers a rapporter la structure de la PMI de C. albicans

(résolution de 1.7 A).?’ La structure PDB (1PMI) montre une protéine monomérique possédant 3
domaines : un domaine catalytique central entouré par un domaine hélicoidal d’un c6té et par un
domaine C-terminal de 1’autre coté. L’enzyme est formée de 13 hélices au total et de multiples
feuillets B antiparalleles répartis sur les différents domaines de la facon suivante : le domaine

hélicoidal est composeé de huit hélices o reparties en deux blocs, tandis que le domaine C-
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terminal est composé uniquement de feuillets B antiparalléles. Celui-ci contient a la fois les deux
cotés C et N-terminaux (Figure 3) mais il a été désigné en tant que tel considérant qu’il est formé
en majorité par des éléments appartenant au coté C-terminal. Le domaine catalytique central est,
quant a lui, formé majoritairement de feuillets p antiparalleles, avec en plus 5 hélices a situées du
cOté exteérieur.

Le domaine central forme une crevasse profonde beaucoup plus large que celle trouvée dans le
domaine C-terminal. Le site catalytique se situe au sein de cette crevasse dont les dimensions
sont compatibles avec celles du substrat de I’enzyme (F6P ou M6P) en association avec un

atome de zinc.

a)

N-terminal

Figure 3. Structure générale de CaPMI et des résidus de son site actif (PDB 1PMI). a) Structure de la PMI de C.
albicans 2 1.7 A. On distingue trois domaines : le domaine hélicoidal (en violet), le domaine C-terminal (en rouge)
et le domaine catalytique contenant un atome de zinc au centre (en jaune). b) Les acides aminés du site actif :
I"atome de zinc est représenté en bleu et les molécules d’eau le sont en rouge.”’

Le zinc est pentacoordiné : la sphere de coordination comprend quatre acides aminés dont les
deux histidines 285 et 113, le glutamate 138, la gutamine 111, ainsi qu’une molécule d’eau. La
géométrie de coordination est de type bypiramide trigonale, une géométrie en faveur
généralement d’un réle catalytique du zinc dans les rnétalloprotéines.27 Cependant, un des angles
de la base est supérieur a 150 °. Cette distorsion peut étre expliquée par 1’interaction
supplémentaire du zinc avec le segond oxygene du glutamate qui se situe dans le plan équatorial

de la coordination du métal (Figure 4).
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H,0

Figure 4. La sphére de coordination du zinc au site actif de la PMI de C. albicans d’aprés Cleasby et al..
Le zinc est pentacoordiné avec une géométrie de type bipyramide trigonale.”’

D’autres structures cristallines de PMI telles que celles de bacillus subtilis (PDB 1QWR, type
1), d’Archeoglobus fulgidus (PDB 1ZX5, type 1)*® et d’helicobacter pylori (PDB 2QH5, type
11)*° ont été déposées dans la PDB sans étre décrites dans la littérature. Récemment, différentes
structures de PMI de S. typhimurium (StPMI) ont été décrites* : une structure de ’enzyme avec
le zinc au site actif (+ 3 molécules d’éthyléne glycol, PBB 3HIM), une structure du complexe
enzyme-F6P-Zn?* (+ 6 molécules d’éthylene glycol, PDB 3H1Y), une structure StPMI-Zn?*-Y3*
(yttrium au site actif + 6 molécules d’éthylene glycol, PDB 3H1W) et une structure de I’enzyme
en présence de 17 molécules d’éthyléne glycol dont une supplémentaire au site actif (PDB
2WFP). Les résultats décrits dans cet article sont critiquables : en plus de la présence d’un
nombre relativement élevé de molécules d'éthyléne glycol dans toutes les structures, les auteurs,
en contradiction avec ce qui avait été déja décrit dans la littérature,® considérent que la fixation
du substrat ne met pas en jeu I’Arg274 (Arg304 dans C. albicans), un résidu du site actif trés
conservé dans toutes les PMI de type I. En effet, la modification irréversible du résidu Arg304
ou sa mutation par un résidu alanine provoque Uinactivation de la PMI de C. albicans.>® De
méme, la structure du complexe enzyme-substrat a été obtenue en trempant les cristaux de

I’enzyme dans des solutions de FOP a des concentrations croissantes et une concentration finale
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de 250 mM ! Finalement et le plus important, la densité électronique autour du F6P n’est pas

claire, ce que les auteurs justifient par un début d’ouverture du cycle du 3-F6P.

- Mécanisme d’action des PMI : état actuel des connaissances

Un mécanisme impliquant le passage par un intermédiaire enediol(ate) a été suggéré par Topper
et al en 1957.° Cette observation a été confirmée plus tard grace a des études de marquage
isotopique : I’utilisation du F6P marqué au tritium en position 1 induit la formation d’eau tritiée
et aucune radioactivité n’a été retrouvée au niveau du M6P.® Ceci montre que le tritium est
transféré sur un résidu basique de I’enzyme qui est ensuite déprotonée par 1’eau, en accord avec
un mécanisme de transfert de protons entre les 2 carbones C1 et C2 du substrat.

Ce n’est qu’en 1968 que Gracy et Noltmann proposent un mécanisme général pour la réaction
catalysée par la PMI : un role catalytique est attribué au zinc et une histidine est proposée pour

jouer le role de base catalytique (Figure 5).
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Figure 5. Mécanisme de la réaction catalysée par la PMI proposé par Gracy et Noltmann en 1968.
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En 1996, la structure cristallographique de la PMI de C.albicans a éte rapportée par Cleasby et
al.?” En I’absence de substrat ou d’inhibiteur au site actif, seulement quelques points concernant
le mécanisme catalytique ont pu étre énonces :
- Un des deux résidus glutamate du site actif (Glu294 ou Glu48) est suggéré comme base
catalytique potentielle.
- L’Arg304 semble essentiel a I’activité enzymatique en fixant probablement la partie
phosphate du substrat.
- Les dimensions du site actif sont compatibles avec la fixation du substrat sous forme
ouverte ou cyclique. Cependant, la plus grande affinit¢é de I’enzyme pour des sucres
ouverts par rapport a leurs analogues cycliques a été prise en compte comme argument en

faveur de la fixation du substrat sous sa forme ouverte.

Cette étude n’a cependant pas permis aux auteurs de conclure quant aux roles précis des
différents acides aminés du site actif dans la réaction catalytique et quant a la possibilité que la

PMI catalyse, comme la PGI, I’étape d’ouverture du substrat cyclique B-F6P ou 3-M6P.

Dans le but d’apporter des réponses a ces questions et de fournir des informations
déterminantes concernant le mécanisme détaillé de la réaction catalysée par la PMI, des
études de modélisation moléculaire utilisant le logiciel SIBFA (Sum of Interactions Between
Fragments Ab initio computed) ont été menées par Nohad Gresh en collaboration étroite avec
notre équipe. Ces travaux ont permis de générer in silico des structures d’un modéle théorique
de I’enzyme complexée avec, 1) son substrat M6P sous ses deux formes cycliques a- ou f-
MG6P, 2) le 5SPAH, meilleur inhibiteur de I’enzyme rapporté dans la littérature et 3) le S5PAA,

un trés mauvais inhibiteur de la PMI (IC50 de I’ordre du mM).**>3

En I’absence de structures cristallines, la structure theéorique CaPMI-5PAH obtenue par
minimisation d’énergie représente le premier modele de I’enzyme avec un inhibiteur au site actif
(Figure 6).*3°3 Cette structure montre que :
- Le 5PAH est ligandé au zinc de fagon monodentate via 1’oxygeéne porté par 1’azote de la
fonction hydroxamate, en accord ainsi avec un role catalytique pour le zinc.?” Des études

de modélisation ultérieures pour le méme type de complexe ne rejette pas la possibilité
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d’avoir une coordination de type bidentate dans lequel le zinc coordine a la fois
I’oxygene du carbonyle et I’oxygeéne porté par I’azote.

- Le zinc est pentacoordiné avec une geométrie de type bipyramide trigonale distordue : les
ligands du métal (GInl111, His113, His285, Glu138) sont les mémes que ceux observés
dans la structure cristalline de la PMI seule rapportée par Cleasby et al.. Cependant, la
molécule d’eau est remplacée ici par I’oxygeéne porté par 1’azote de la fonction
hydroxamate.

- La coordination du zinc avec 1’hydroxamate est bien plus favorable que la chélation par
le phosphate.

- Le complexe PMI-5PAH est beaucoup plus stable que celui avec le 5PAA, confirmant

ainsi les résultats issus des études cinétiques.

Arg304 I \
Ser109 /’ His285
Lys310 /

232 N\ 2.37 Hls113

-.. Gln111

1.91
1.93 Glu138

& ’ & \

~_ —~z
85! 104'S / Lys136

1.86 ¢ * N ]
" 188 - o - 2 Asp300

Asp17

Figure 6. Structure du complexe CaPMI-5PAH obtenu par le logiciel SIBFA.*

Sur cette structure comprenant un réseau de 11 molécules d’eau, I’oxygeéne du carbonyle du

5PAH forme deux liaisons hydrogéne avec la lysine 136 cationique, elle-méme liée au glutamate
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138. Le 5PAH est probablement déprotoné par la lysine, donnant naissance a une forme
hydroxamate et une lysine chargée positivement. Cette derniere apparait comme un bon candidat
pour jouer le réle de la base catalytique impliquée dans le mécanisme de transfert de proton entre
les deux carbones C1 et C2. Ce rdle attribuée a la Lys136 suppose cependant qu’elle soit
initialement sous forme neutre, et donc que son pK, soit bien inférieur a 10-11. Bien que cette
possibilité existe (les pK;, des résidus du site actif peuvent étre trés differents de leur valeur
normale), cette hypothése n’a pas été démontré dans cette étude. Le phosphate forme un réseau
de liaisons hydrogene avec la Lys310, 1’Arg304, la Ser109, et une molécule d’eau, confirmant
ainsi le role évoqué pour P’arginine 304 a I’issue des études de mutation et d’inhibition

irréversible précédemment publiées par différents auteurs.

D’autres informations intéressantes ont été fournies par les complexes CaPMI-M6P. Les
structures théoriques du site actif de la PMI de C. albicans complexée avec le 6-phosphate-B-D-
mannopyranose (B-M6P) et le 6-phosphate-a-D-mannopyranose (a-M6P) obtenues par

minimisation d’énergie sont représentées dans la figure 7.
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Figure 7. Représentation du site actif des complexes SIBFA de CaPMI avec le 6-phosphate-f-D-mannopyranose (-
M6P) et le 6-phosphate-a-D-mannopyranose (a-M6P).>

Tout d’abord, on note la présence nécessaire d’une molécule d’eau liée au zinc dans les deux
modeles, ce qui est en accord avec la structure cristalline de CaPMI seul. En effet, en 1’absence

de cette molécule d’eau, les essais de minimisation d’énergie ont montré que les hydroxyles du
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substrat sont incapables de se lier correctement au meétal. Les calculs d’énergie montrent ensuite
que le complexe le plus stable est celui de la PMI avec le p-MG6P. Ceci est tout a fait en accord
avec les résultats expérimentaux qui montrent que le a-M6P posséde une faible affinité pour la
PMI et n’est pas un substrat de I’enzyme. Au niveau de la partie phosphate, on observe toujours
dans le cas du B-M6P une stabilisation par cing liaisons hydrogéne mettant en jeu les résidus
Arg304, Lys310 et Ser109. Ce dernier résidu est un accepteur d’une liaison hydrogéne de la
GIn111, elle-méme en interaction avec I’oxygéne cyclique du M6P. Cette GInl11 est également
un des ligands du zinc. Le Glul38, en plus de coordiner le zinc, interagit directement avec le
carbone C2 du sucre et via une la molécule d’eau avec le carbone C1. Cette méme molécule
d’eau assure, dans le cas du B-MG6P, la liaison du substrat au métal. Cette interaction est
cependant absente dans le cas du a-M6P ou la molécule d’eau interagit avec la GInl11 au lieu du
substrat. Cette différence structurale explique probablement le fait que le a-M6P possede une
faible affinité pour ’enzyme. Du c6té du phosphate, la situation est trés proche pour les deux

anomeres, avec cependant une liaison hydrogéne en moins avec 1I’Arg304 dans le cas du a-M6P.

Deux structures théoriques de complexes de CaPMI avec le M6P sous forme linéaire ont
également été obtenues (Figure 8). Dans la premiére (A), on note toujours la présence de la
molécule d’eau comme dans le cas du substrat cyclique. Celle-ci est en interaction avec
I’oxygene porté par le C1 aldéhydique du M6P linéaire qui correpsond a 1’oxygene en C1 du B-
M6P. Cependant, une deuxiéme structure (B) dans laquelle le M6P linéaire se coordine
directement au zinc sans molécule interposée entre le substrat et le métal est également possible.
On retrouve ainsi un mode d’interaction proche de ce que 1’on observe avec le 5PAH lié de fagon
monodente au zinc. La sphere de coordination autour du phosphate est tres proche de ce que I’on
obtient avec les dérivés cycliques. On note la présence d’une interaction intramoléculaire

supplémentaire entre le OH porté par le C5 du M6P et un des oxygenes du phosphate.

Les calculs des énergies montrent que les complexes obtenus avec le M6P linéaire sont moins
stables que ceux obtenus avec le B-M6P cyclique, ce qui constituerait une information tout a fait
originale. Une autre observation importante a noter est 1’interaction de 1’oxygene du C5 formant
le cycle pyranosique avec la GIn11l dans le cas du B-M6P. Cette interaction est retrouvée aussi

dans le cas du 5PAH, avec I’oxygene en C4 qui correspond a I’oxygeéne en C5 du B-M6P. La
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GIn111 apaprait alors comme un bon candidat pour catalyser une étape probable d’ouverture du
cycle. Cette hypothese est renforcée par le comportement différent de la PMI vis-a-vis des deux
anomeres cycliques du M6P. En effet, si le substrat préférentiel de la PMI est la forme linéaire

du M6P, il n’y aurait pas de raison pour que I’anomere o ne soit pas transformé.

A HlsZSSl B Hisl13

Hisl13

Serl09 (’Inl%

Arg304 >

Arg304

191 Glul38

‘f

Lys136

Glu294
5 9,
MEP linéaire Glu29a

2,05
= Lys100
)‘N; Lys100 -

Figure 8. Représentation du site actif des complexes SIBFA de la PMI de C. albicans avec le M6P sous sa forme
linéaire avec (A) et sans (B) molécule d’eau.”

M6P lincaire

A partir des modeles théoriques présentés précédemment et des observations qui en ont découlé,
un mécanisme détaillé de la réaction catalysée par la PMI avec une étape d’ouverture de cycle

représenté sur le schéma 8 a été proposé par les auteurs® :

Etape 1: comme montré précédemment, une molécule d’eau est interposée entre le substrat
cyclique et le métal, ce qui diminue son pK, et facilite sa déprotonation. Une fois déprotonée,
elle arrache I’hydrogéne de I’hydroxyle en Cl du B-MG6P, conduisant a un intermédiaire
anionique stabilisé par la GIn111 et par interaction avec 1’oxygéne du phosphate. Dans le cas du
a-M6P, cet hydrogene n’est pas du tout accessible et ne peut plus étre déprotoné par la molécule
d’eau, ce qui explique pourquoi ce composé n’est pas transformé par I’enzyme. Etape 2 : une
éjection de la molécule d’eau en dehors du site actif permet au M6P de se déplier par rotation de
la liaison C3-C4. Celui-ci se coordine au zinc et I’isomérisation peut ainsi commencer. Etape 3 :
la Lys136, proche du C2 du substrat, a été proposée comme un bon candidat pour jouer le réle de
base catalytique. Celle-ci, sous sa forme neutre, peut arracher 1’hydrogéne porté par le C2 du
substrat linéaire, conduisant & un premier intermédiaire cis-énediolate. Etape 4 : il y a ensuite

passage du premier IHE a un deuxiéme IHE de type énediolate, soit par prototropie entre les
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deux oxygenes, soit via un résidu du site actif. Etape 5 : ce deuxiéme IHE énediolate est enfin
reprotoné en position proS par la Lys136 en C1 pour conduire au F6P sous sa forme linéaire.
Etape 6 : la derniére étape est I’étape de fermeture de cycle qui se fait de maniére symétrique a
I’ouverture de cycle : on assiste a un repliement du F6P et & une une fermeture de cycle assistée

par une molécule d’eau. Le F6P est enfin libéré sous sa forme cyclique B-furanose.
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Schéma 8. Mécanisme proposé pour I'isomérisation F6P-M6P catalysée par la PMI.%

Toutes ces études structurales et théoriques n’ont cependant pas permis d’établir indubitablement
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le mécanisme de I’isomérisation catalysée par la PMI en 1’absence de structures X a haute

résolution de complexes de CaPMI avec un substrat ou un inhibiteur.

2.5. LaPMI de Candida albicans : vers de nouveaux antifongiques

2.5.1. Implication de la PMI dans le métabolisme chez ’homme

La PMI joue un rdle clé entre la glycolyse et le métabolisme du mannose permettant la synthese
de glycoconjugués. La biosynthése des chaines oligosaccharidiques de ces glycoconjugués
implique le précurseur GDP-D-mannose. Celui-ci est synthétisé a partir du M6P via la
phosphomannomutase (PMM) et la GDP-D-mannose pyrophosphorylase. Le GDP-D-mannose
joue, non seulement un réle comme source de mannose, mais il est également un précurseur du
GDP-fucose et du dol-P-Man (dolichol phosphomannose), donneurs de groupements fucose et
mannose nécessaires pour les réactions de la glycosylation.

Chez les eucaryotes, il a longtemps été suppose que le M6P provenait principalement du F6P, un
intermédiaire du métabolisme du glucose, sous ’action de la PMI. Cependant, la découverte d’un
transporteur spécifique du mannose chez les mammiféres a suggéré la participation du mannose
exogéne dans la synthése des oligosaccharides mannosylés.>® Ce transporteur qui fonctionne &
des concentrations physiologiques du mannose est capable de délivrer cet hexose aux cellules,
méme en présence de 100 fois plus de glucose.®® Des études ultérieures ont montré que le M6P
formé sous I’action de la PMI ne contribue que faiblement (25% a 35%) a la production du
mannose incorporé dans les chaines oligosaccharidiques des N-glycosylprotéines.>®*’ Des études
sur des fibroblastes ou des cellules d’origine hépatique (HepG2) humaines, ont montré que 7 a
14 % du mannose exogéne utilisé a des concentrations physiologiques sont utilisés pour la
glycosylation. Les 86 & 93 % restants sont pris en charge par la PMI. Au niveau des chaines
oligosaccharidiques des N-glycosylprotéines, on retrouve 65 a 75 % de mannose d’origine
exogene et 25 & 35 % provenant du F6P via la PMI (schéma 9). De plus, en présence d’un exces
de mannose tritié, une augmentation de la production d’cau tritiée a été remarquée montrant ainsi
que le M6P formé est engagé dans la voie de la glycolyse via la PMI.>" Ces études montrent que
I’activité principale de la PMI serait de convertir I’exces de M6P en F6P plutot que de fournir du

mannose-6-phosphate pour la synthése des glycoprotéines mannosylées.
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La situation n’est pas la méme chez tous les eucaryotes : des études utilisant du mannose triti¢ ont
montré que chez le parasite L. mexicana, la majorité du M6P servant a la synthése des glycoprotéines

provient de la voie F6P/G6P contrairement a I’homme.®

Glycolyse Métabolisme du mannose
Glucose Mannose exogéne
hexokinase [ ATP Transporteur spécif ique
'\* ADP Y du mannose
Glucose 6-phosphate Mannose intracellulaire
PGI / hexokinase
PMI \J
Fructose 6-phosphate Mannose 6-phosphate
ATP 86 4 93% Phosph
. pnomannomutase
phosphofructokinase .
ADP fmannose exogene Y 7 a 14% mannose exogene
Fructose 1,6-diphosphate Mannose 1-phosphate
4 GDP-mannose
aldolase
pyrophosphorylase
Glycéraldéhyde 3-phosphate Y
GDP-mannose @~ —»—» GDP-fucose

I

Pyruvate Dol-p-mannose —»—» Glycoconjugués
mannose :
- 65 a 75% origine exogeéne
- 25 a 35% origine F6P via PMI

Schéma 9. Réle de la PMI chez I’homme et origine du mannose utilisé pour la synthése des glycoprotéines.
La PMI ne contribue que faiblement (25% a 35%) a la production du mannose incorporé dans les chaines
oligosaccharidiques des N-glycosylprotéines.

Bien que la PMI ne contribue qu’a la production de 25 a 35% du mannose requis pour la
syntheése des glycoprotéines, sa déficience n’est pas sans conséquence chez I’homme et est a
I’origine d’une hypoglysosylation des protéines sériques. La synthése des N-glycoprotéines se
déroule en deux phases dans le réticulum endoplasmique (2 étapes) puis dans 1’appareil de Golgi
et fait intervenir plusieurs types d’enzymes dont la PMI. Une déficience dans 1'une de ces

enzymes se traduit par le syndrome d’hypoglycosylation des glycoprotéines (appelé également
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CDG, Carbohydrate Deficient Glycoprotein ou Congenital Disorders of Glycosylation) dont on
distingue plusieurs types en fonction de la nature de ’enzyme déficiente. La déficience en
phosphomannose isomérase est ainsi reliée au CDG type Ib qui se manifeste essentiellement par
des anomalies hépatodigestives. Le diagnostic est évoqué devant une cassure de la courbe
pondérale qui survient dés les premiers mois de vie. Les diarrhées et les vomissements sont au
premier plan. Une cirrhose peut apparaitre associée a une hypoalbuminémie d’origine hépatique
avec, pour les cas les plus graves, des complications parfois mortelles.

Cependant, parmi les différents types de CDG, seul le CDG type Ib peut étre traité par une
supplémentation orale en mannose. L’apport extérieur en mannose libre permet de supplémenter
la cellule en mannose et donc en M6P, celui-ci ne pouvant provenir du métabolisme du
fructose/glucose. Les doses administrées doivent étre progressivement augmentées, jusqu’a avoir
une mannosémie de I’ordre de 100-150 pM. Une nette amélioration de 1’état général peut ainsi

étre obtenue avec normalisation du bilan biologique (Schéma 10).

Mannose physiologique Mannose exogéne
Glucose (mannosémie 20-50 pM) Glucose  (mannosémie 100-150 uM)

HK |

Go6P
PGI {|  PMI

F6P =€ M6P

¢

Glycolysis  Glycoprotéines

HK’ Ak i HK’
G6P {
PGI {,  pMmI

F6P =& M6P

Glycolysis ~ Défaut de
glycosylation

CDG type 1-b Glycosylation corrigée par

apport de mannose oral

Schéma 10. Principe du traitement du CDG type Ib chez I’nomme par un apport exogene de D-mannose. G :
glucose, M : mannose, G6P : 6-phosphate D-glucose, M6P : 6-phosphate D-mannose, GLUTX : transporteur de
glucose, HK ou HK" : hexokinase, MANT : transporteur de mannose, PGI : phosphoglucose isomérase, PMI :
phosphomannose isomérase.
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2.5.2. La PMI de Candida albicans : une cible thérapeutiqgue potentielle

La paroi de C. albicans a été longtemps considérée comme une structure inerte et rigide sans
autre fonction que de protéger une cellule fragile. Désormais, il est établi que la paroi est un
élément essentiel pour la pathogénicité de C. albicans.®® 1l s’agit de la partie externe de
I’enveloppe cellulaire qui confére a la levure non seulement sa forme et sa stabilit¢ mécanique,
mais aussi les premiéres interactions physiques avec son environnement, hote compris.>® ! Elle
est composée de 80 a 90% de polysaccharides, de 6 a 25% de protéines et de 1 a 7% de

lipides.>*®? D*un point de vue structural, on distingue deux couches® (Figure 9) :

- La couche interne, diffuse en microscopie et adjacente a la membrane plasmique, est
constituée essentiellement de chitine et de B-glucanes, deux composants conférant a la
paroi sa rigidité.

- Lacouche externe, dense en microscopie, détermine le point de contact de la levure avec
les cellules hotes. Elle est constituée principalement de mannoprotéines (environ 40
%).%2%% On distingue principalement les protéines & ancre GPI (Glycosyl Phosphatidyl
Inositol) attachées a la couche interne par I’intermédiaire du réseau ramifié de B-(1,6)-
glucanes et les protéines PIR (Proteins with Internal Repeats) associées directement aux

B-(1,3)-glucanes.

== Mannan o
== Cell wall protein @
B-(1,6)-glucan o
== B-(1,3}-glucan o
== Chitin o
L = ]

<

@

Figure 9. Organisation moléculaire de la paroi de Candida albicans d’aprés Netea et al.*®
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Les mannanes, polyméres de D-mannose, constituent le composant essentiel des polysaccharides
pariétaux (40%). lls sont toujours associés par des liaisons covalentes avec des protéines formant
des glycoprotéines ou avec des lipides formant des glycolipides. Majoritairement sous la forme
de mannoprotéines, ils peuvent avoir un réle structural, participant ainsi au maintien du squelette
cellulaire par leur association a la chitine et aux B-glucanes, mais aussi enzymatiques (ex :
protéolyse), contribuant ainsi a 1I’¢laboration et aux modifications de la paroi, ou permettant la
digestion des substrats dont la cellule a besoin pour sa croissance.”® A coté de ces fonctions, les
mannoprotéines de surface (et en particulier les mannanes) jouent un role primordial en
permettant a la levure d’adhérer aux tissus, €tape indispensable a toute colonisation, et en
conférent a la paroi des propriétés antigéniques capables d’alerter le systeme immunitaire de
[’héte. En effet, plusieurs études ont montré que c'est une mannoprotéine qui joue probablement
le role d'adhésine chez Candida albicans.®*®® C’est ainsi que le prétraitement de C. albicans par
la concanavaline A (une lectine se liant spécifiqguement par affinité au D-mannose et au D-
glucose), ou méme I’addition de mannose durant la période d’incubation, inhibe I'adhésion de C.
albicans aux cellules épithéliales buccales. Dans le méme contexte, des cellules buccales
prétraitées par la concanavaline A sont incapables d’adhérer sur des levures n’ayant subi aucun
prétraitement. Cependant, 1’utilisation de lectine ne reconnaissant pas le mannose, ou méme
I’incubation des cellules avec un sucre autre que le mannose, n’a aucun effet inhibiteur sur
I’adhérence de C. albicans.®® Une autre étude menée sur des cellules épithéliales vaginales
montre que l'a-mannosidase, enzyme qui catalyse I'hydrolyse des liaisons osidiques entre les
résidus de o-D-mannose, inhibe également I’adhésion d’extraits de parois fongiques riches en
mannanes & leur surface.®® Toutes ces études montrent que les mannoprotéines jouent le role
d’adhésines permettant a C. albicans de coloniser les tissus de 1’hote mais aussi des implants
synthétiques (cathéters, prothéses...) favorisant ainsi la formation de biofilms.

Contrairement aux mammiferes qui synthétisent différents types de chaines glycaniques,
Candida albicans est capable de synthétiser uniquement des glycoconjugués de type poly ou
oligomannosidique (O-/N-glycoconjugués). Les étapes de biosynthese des N-glycoprotéines dans
le réticulum endoplasmique sont bien conservees chez les eucaryotes et consistent toujours en
I’obtention d’une protéine portant la séquence glycanique suivante : MangGIcNAc; (8 résidus
mannose (Man) + 2 résidus N-acétylglucosamine (GIcNACc)). Tout comme chez 1’homme, la

synthese des N-glycoprotéines se fait en deux temps. Tout d’abord, la chaine peptidique d’une
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part, et I’oligosaccharide précurseur de la chaine glycanique d’autre part, sont synthétisés de
facon concomitante dans le réticumum endoplasmique (RE). L’oligosaccharide est transféré en
bloc sur la chaine peptidique. Dans un deuxiéme temps, 1’oligosaccharide subit une maturation
dans I’appareil de Golgi jusqu’a I’obtention de sa structure finale, caractéristique de la protéine
qui le porte. En effet, c’est lors de cette étape de la maturation golgienne que se produit la
divergence entre les N-glycoprotéines de levures et celles de mammiféeres. Chez les mammifeéres,
on trouve des N-glycoprotéines composées d’un noyau pentasaccharidique commun
(Man3GIcNAC,) et des antennes formées de N-acétylglucosamine, de galactose, de fucose, de
mannose et d’acide sialique. Chez les levures, on trouve uniquement des glycoprotéines de type
oligo- et polymannosidiques dont les antennes sont composées uniquement de résidus mannoses

montrant ainsi le réle critique que joue ce monosaccharide chez cette levure (Figure 10).%

Bmt family
Mnn4 — >

Mnt3
Mnt5

Pmrl

Ochl M-Pol I M-Pol 11

Figure 10. Structure d’'un N-glycane chez candida albicans : un squelette polymannosidique. Mnn 1et 2 , M-pol | et
I, Bmt et Ochl sont des mannosyltransférases. Mnn4, Mnt 3et 5 sont des phosphomannosyltransférases. Pmrlest un
transporteur de Mn?* dont dépend ’activité des différentes mannosyltransférases.®

L’approvisionnement en mannose est assuré par les précurseurs GDP-mannose et dol-P-mannose
(dolichol phosphomannose). Ce dernier provient du GDP-mannose grace a une dol-P-Man
synthase (dolichol phosphomannose synthase). Le GDP-mannose, comme déja mentionne, a
comme précurseur le M6P qui peut provenir via deux voies : soit par phosphorylation directe du
mannose exogeéne via une hexokinase, soit par interconversion du F6P via la PMI. Une large
famille de transporteurs de glucose® a été décrit chez C. albicans dont récemment le tranporteur

codé par le géne HGT-12 qui peut fonctionner également comme un transporteur d’hexoses.”
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Cependant, aucun transporteur spécifique du mannose n’a été rapporté¢ dans la littérature
suggerant ainsi que la majorité du mannose entrant dans la synthése des glycoprotéines chez ce
microorganisme provient de la glycolyse via la PMI. La PMI joue ainsi un réle tres important
comme fournisseur de résidus mannose nécessaires a la synthése des N-glycanes, composants
essentiels de la paroi cellulaire (40%) et conférant a C. albicans son pouvoir pathogene.
L’inhibition de cette enzyme aura donc des conséquences profondes sur la survie et la virulence

de cette levure.

2.5.3. Conséquence d’une déplétion en PMI chez Candida albicans et d’autres

microorganismes fongiques : approche d’une bithérapie antifongique

Les candidoses sont, par leur fréquence et leur gravité, au premier rang des infections
opportunistes. Parmi les candidoses, Candida albicans reste la levure la plus fréquemment isolée
chez I’homme, malgré 1’augmentation de 1’incidence des infections par d’autres espéces du genre
candida telles que Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis et Candida
krusei.”"? Candida albicans est une levure saprophyte du tube digestif et des muqueuses
génitales, mais qui peut parfois €tre a I’origine d’infections opportunistes, localisées bénignes ou
généralisées le plus souvent séveres, parfois mortelles. Les candidoses profondes surviennent
essentiellement dans un contexte nosocomial et sont associées & une lourde morbidité et une
mortalité élevée de 1'ordre de 26 a 46%.” Elles surviennent chez des patients gravement
immunodéprimés, essentiellement les malades du SIDA ou des patients soumis a une
antibiothérapie, une  corticothérapie, des traitements  immunosuppresseurs  ou
chimiothérapeutiques, ou méme des patients traumatisés ou brilés. Candida albicans est le
pathogene le plus souvent isolé chez les patients VIH+ atteints de candidoses, avec un taux de
mortalité associée élevé de 'ordre de 62 a 72%."%"* Ce pathogéne peut aussi former des biofilms
(Figure 11) a I’origine d’infections invasives chez certains patients porteurs de matériel implanté
(cathéters, sondes urinaires...).””"® Ces biofilms posent un probléme majeur car ils présentent

une résistance élevée a la plupart des antifongiques.”"

Bien que des traitements antifongiques efficaces existent, des résistances appparaissent.’’
L’augmentation de la fréquence des infections fongiques invasives s’est accompagnée d’une
prescription accrue d’antifongiques, polyénes et azolés, avec pour conséquence le

développement de résistances : un champignon peut intrinséquement étre résistant a un
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antifongique, ou acquérir une résistance secondaire sous 1’effet d’une exposition prolongée a la
drogue. L’apparition de ces résistances et I’accroissement continu de la fréquence des infections

fongiques aménent a s’interroger sur de nouvelles cibles thérapeutiques.

Dispersion

Maturation

Croissance

Adhérence

k0808, ’

Figure 11. Principales étapes de la formation d’un biofilm de C. albicans. La phase initiale dite d’adhérence est
suivie d 'une phase de croissance qui se distingue par la production d’une matrice polysaccharidique extracellulaire
et par le développement de formes mycéliennes, puis d 'une phase de maturation du biolfim néo-formé et enfin d’une

phase de dispersion de microorganismes & partir du biofilm."

Etant donné le role vital que joue la paroi cellulaire ainsi que son implication dans la virulence
de la plupart des microorganismes fongiques pathogenes, I’inhibition de la synthése des
molécules constituant cette paroi constitue une approche prometteuse pour le développement
d’antifongiques. La casponfungine, appartenant a la famille des échinocandines, est le premier
représentant de cette nouvelle approche thérapeutique. Ce médicament, uniquement disponible
par voie intraveineuse, agit en inhibant la (1,3)-B-D-glucane synthase, responsable de
I’incorporation de glucose dans les fibrilles de glucane. La déplétion en glucane de la paroi des
cellules fongiques conduit & une instabilité osmotique et & la mort cellulaire. Son utilisation est
cependant limitée au traitement des aspergilloses séveres en cas d’échec ou d’intolérance aux
autres antifongiques.®

Tout comme la (1,3)-p-D-glucane synthase, la PMI peut étre une cible thérapeutique potentielle.
Les effets d’une absence en PMI ont ét¢ étudiés chez la plupart des champignons et levures. Ces
études ont montré que les microorganismes fongiques privés de PMI sont incapables de sécréter
les glycoprotéines constituant leur paroi cellulaire. Cependant, une supplémentation du milieu de
culture en D-mannose est capable de pallier dans certains cas la déficience en PMI. C’est le cas
par exemple de S. cerevisiaie ou d’Aspergillus fumigatus qui retrouvent une croissance normale
sur un milieu de culture enrichi par 5 ou 3 mM de mannose respectivement.®*® Toutefois, une

supplémentation en mannose est incapable de pallier la défaillance en PMI chez Aspergillus
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nidulans® et ne permet pas de restaurer les défauts morphologiques causés par 1’absence de cette
enzyme chez C. neoformans.** Ceci suggére que le systtme de prise en charge du mannose
exogene chez ces deux pathogeénes est inefficace voire inexistant. Il existe peu de données quant
a la situation chez Candida albicans : une seule étude a été menée par 1’équipe de Smith et al.
qui a montré que des mutants privés de PMI, cultivés sur un milieu contenant 25 mM de
mannose et 25 mM de glucose, puis transférés sur un milieu contenant uniquement du glucose
ont présenté des défauts morphologiques sévéres et une perturbation de la citokinese au fur et a
mesure que les cellules s’épuisent en mannose.?

Toutes ces etudes montrent 1’importance de la PMI pour la croissance et la survie de ces
microorganismes qui apparait alors comme une cible thérapeutique potentielle pour concevoir de
nouveaux antifongiques. Une étude menée par 1’équipe de Wills et al. vient appuyer cette
hypothese : ’absence de la PMI chez des mutants de C. neoformans provoque non seulement un
arrét de la croissance in vitro mais également une perte de la virulence in vivo* du pathogéne,
montrant pour la premiere fois la validité de la PMI en tant que cible antifongique potentielle.
Concernant notre travail ciblant C. albicans, la levure la plus fréqguemment rencontrée chez
I’homme, il est a priori nécessaire de concevoir des inhibiteurs sélectifs de la PMI de Candida
albicans vis-a-vis de la PMI humaine, ce qui sera difficile vue la forte homologie de séquence
existante entre les deux enzymes. En conséquence, une bithérapie consistant a combiner un
inhibiteur de la PMI avec un apport oral de D-mannose a été proposee dans notre laboratoire
(Schéma 11).>® Cette bithérapie est inspirée de 1’approche thérapeutique utilisée pour le
traitement du CDG type 1b: un apport oral de D-mannose permet de corriger toutes les
anomalies provoquees par la déficience de la PMI chez I’homme. Dans notre approche, 1’apport
du D-mannose permettrait de limiter les effets d’une inhibition de la PMI humaine sans toutefois
rétablir la virulence des microorganismes vises. En effet, au vu des résultats précédemment
énoncés, il semble que les microorganismes pathogénes possedent un systéeme de prise en charge
de mannose exogéne peu efficace voire inexistant dans certains cas (Aspergillus nidulans et
Cryptococcus neoformans). D’une part, aucun transporteur spécifique n’a été décrit dans la
littérature chez C. albicans et chez les autres microorganismes mentionnés ci-dessus, tandis que
chez ’homme, un transporteur spécifique et trés efficace de D-mannose existe (ce transporteur
peut délivrer le mannose en présence méme de 100 fois plus de glucose). D’autre part, les

quantités de mannose ajoutées au milieu (5 mM et 25 mM dans le cas de Candida albicans) pour

60



réparer les défauts sont nettement plus élevées que la valeur de la mannosémie recherchée dans
le traitement du CDG type 1b (100-150 uM).

Bien que la sélectivité d’un médicament soit un critére aussi important que sa « puissance », il
faut toujours considérer le rapport bénéfice/risque : la lourde morbidité et la mortalité élevée
associees aux infections nosocomiales touchant des personnes atteintes du virus du SIDA ou des
patients ayant un cancer sont beaucoup plus graves que les effets indésirables liés a une

inhibition de la PMI et qui sont traitables par un simple apport de D-mannose.

Glucose +Mannose exogéne Glucose + Mannose exogéne
(5mM) Mannosémie (100-150 pM) (5mM) Mannosémie (100-150 pM)

‘ , MANT (absent

moins efficace,
ou non spécifique)

HK |

G6P
PGI ﬂ PMI

F6P & M6P ) cPm
& b Cell death

glycolysis

G6P HKW
PGl | pmi

F6P =& M6EP —>GPm
l}cxsm

glycolysis

C. neoformans, L. mexicana,
Homo sapiens candida albicans...

Schéma 11. Principe de la bithérapie antifongique : association inhibiteur de PMI + D-mannose exogéne.

3. Présentation générale de la phosphoglucose isomérase (PGI)

3.1. Réaction catalysée par la PGl
La phosphoglucose isomérase (PGI, EC 5.3.1.9) est présente chez la plupart des organismes : on

la trouve aussi bien chez les procaryotes (bactéries) que chez les eucaryotes (animaux, plantes,
champignons et parasites). Découverte en 1933, la phosphoglucose isomérase est généralement
une protéine dimérique intervenant a la deuxieme étape de la glycolyse ou elle catalyse
I’isomérisation réversible entre le F6P et le G6P (Schéma 12). Tout comme la PMI, cette
isomérisation procéde d’une catalyse acido-basique au cours de laquelle se forme un

intermédiaire de haute énergie de type 1,2-cis-énediol(ate). Cependant, la PGI est active sans
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cofacteur métallique. 1l a été montré que les PGI possedent une sélectivité pour les anomeres
a-pyranose du G6P et p-furanose du F6P (Schéma 12).8>%¢ La PGI du muscle de lapin catalyse
par ailleurs la mutarotation de ses deux substrats ainsi que celle du 6-phosphate D-mannose

(M6P)™. Elle réalise également I'épimérisation du G6P en M6P.%’

#

H -
OPO;* ° ~O(OH) CH,OH 0PO4? o
HO 0 PGI OH  pGlI OH PGI o PGI %%
HO HO HO HO OH
HO oy OH OH OH OH
OH OH OH
6-phosphate o-D- 0PO.2 OPO.2- OPO.Z- 6-phosphate -p-
glucopyranose 3 3 3 fructofuranose
(a-G6P) G6P IHE F6P (B-F6P)

1,2-cis-énediol(ate)

Schéma 12. Réaction catalysée par la PGI : passage par un intermédiaire de haute énergie (IHE) de type
1,2-cis-énediol(ate).

3.2.  Aspects génetiques : conservation de la séguence
La PGI est une protéine qui s’est hautement conservée au cours de 1’évolution (plus de 50% de

conservation entre la levure et ’homme). Un haut degré de similarité existe entre les séquences

protéiques des différentes PGI répertoriées a ce jour (Tableau 3).%8

Tableau 3. Homologies de séquences entre des PGI provenant de différentes sources.

Organisme souris  levure K. lactis Tb Clarkia  E. coli

souris

Bacillus stearothermophilus A (BsA)

Plusieurs alignements de séquences primaires de PGI provenant d’organismes différents ont été

décrits dans la littérature.?®° Un d’entre eux est montré dans la figure 12. On observe ainsi une

62




cinquantaine de résidus parfaitement conservés a travers les six organismes, avec une tres grande

similitude au niveau des résidus du site actif de I’enzyme.

PETPYDTTVLRK

Figure 12. Alignements de séquences de PGI provenant de 6 organismes différents d’apreés Jeffery et coll. Les

résidus identiques a ceux de RmPGI (PGI du muscle de lapin) sont surlignés en bleu et les résidus du site actif

) son surlignés en rouge.

92

phospho-D-gluconate (un inhibiteur de la RmPGI

interagissant avec le 6-

une nouvelle famille distincte de PGI a été décrite chez plusieurs espéces comme

En 2004,

Aeropyrum pernix et Thermoplasma acidophilum.®% Ces PGI

Pyrobaculum aerophilum

exercent les deux activités PMI et PGI d’une maniere équivalente. Elles ont une faible similarité

t constituent par

de séquences avec les autres PGIs provenant des eucaryotes et des bactéries e

leur double activité un groupe distinct de PGI.

Connaissances méecanistiques et structurales sur la PGl humaine

En 1976, Shaw et Muirhead ont rapporté la premiére structure tridimensionnelle de la PGI

3.3.

provenant de muscle de porc (PDB 1PGI).*>% Cependant, la séquence de la protéine n’était pas
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connue a I’époque. De plus, la résolution n’étant que de 3,5 A (Figure 13), ces données n'ont pas
permis une analyse détaillée de la protéine. Ils ont pu déduire toutefois que la PGI est composée
de deux parties distinctes : le grand et le petit domaine. Le grand domaine est formé de six
feuillets B paralléles entourés d’hélices a, une structure classique des enzymes glycolytiques. Le

petit domaine est également composé de quatre feuillets B reliés entre eux par des hélices a.

Figure 13. Sructure tridimensionnelle d 'un monomere de la PGI du porc. On distingue deux parties distinctes : le
petit (a) et le grand (b) domaine, chacun formé de feuillets 8 entourés par des hélices a (PDB 1PGI).*%®

La protéine est dimérique et contient deux sites actifs homologues. Chaque site actif est
partiellement formé, d’une part, par deux domaines de feuillets B d’une sous-unité, d’autre part,
par une portion de chaine de la deuxiéme sous-unité : ceci explique pourquoi I’enzyme n’est
active que sous sa forme dimérique. Ce n’est qu’en 1999 que sera publiée la premiére structure X
a haute résolution (2.3 A) d’une PGI, celle de Bacillus stearothermiphilus (PDB 2PGI).** Au
cours des années suivantes, beaucoup d’autres structures cristallographiques a haute résolution
de diverses PGI ont été déposées a la Protein Data Bank.

En 2001, la premiére structure a haute résolution (1.9 A) du complexe de la PGI du muscle de
lapin avec le 5-phospho-D-arabinonate (RmPGI-5PAA, PDB 1G98), le 2°™ meilleur inhibiteur
de ’enzyme apres [’'acide 5-phospho D-arabinonohydroxamique (5PAH), fut publiée par Jeffery

et al. en collaboration avec 1’équipe de Salmon et al. C’est cette structure qui a permis
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d’identifier le site actif complet de I’enzyme et notamment le Glu357 comme base catalytique.
Cette méme année, deux structures cristallines de la PGI humaine (AMF-PGI) ont été rapportees
par Cordeiro et al.”” (PDB 1JLH) et Read et al.(PDB 11AT).” Cette derniére structure résolue &
1.6 A montre une protéine de structure proche de celle du porc. Chaque monomére est formé de
557 acides aminés et comprend un petit et un large domaine : le large domaine qui contient
I’extrémité N-terminal est forme de six feuillets B paralléles et antiparalleles entourés par des
hélices a. Le petit domaine contenant le coté C-terminal est formé quant a lui de cinq feuillets

entourés également par des hélices o (Figure 14).

Small )
domain /

Figure 14. Structure tridimensionnelle d'un monomére de I'’AMF-PG| (PDB 1IAT).%

On remarque une extension de 45 résidus du coté C-terminal dans 1’autre monomére ainsi qu’une
interaction des résidus 438-468 avec des résidus de 1’autre monomere, ce qui explique la grande
stabilité¢ de I’enzyme dans des conditions dénaturantes.

Bien que la structure ne comprenne ni inhibiteur ni substrat au sein du site actif de I’enzyme, une
fixation fortuite d’un ion sulfate et d’une molécule de B-mercaptoéthanol a beaucoup aidé les
auteurs a l'identification des résidus du site actif impliqués dans la fixation du groupe phosphate
ainsi que d’autres parties du substrat (G6P ou F6P). Le sulfate est lié a 6 ligands dont 2
thréonines (211 et 214), deux sérines (159 et 209), la lysine 210 ainsi que la thréonine 217 via

une molécule d’eau. Quant au B-mercaptoéthanol, il forme deux liaisons hydrogéne avec la
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glycine 158 et I’histidine 388 (acide aminé du site actif appartenant a 1’autre monomére) via son
oxygene, ainsi qu’une autre liaison hydrogéne via son soufre avec une molécule d’eau, elle-
méme coordinée a la lysine 210 (Figure 15). D’autres résidus importants du site actif ont été
également identifiés tels que le Glu357 et I’Arg272. Les auteurs proposent également le Glu357
comme un bon candidat pour jouer le r6le de la base catalytique dans la réaction catalysee par la

PGI sachant que ce résidu avait déja été identifié comme tel par Jeffery et al. en 2001.

9. 4

. Ser-159

Thr-214 S Thr-2110:
\ S -

P

Figure 15. Structure du complexe de I’AMF-PGI avec l’ion sulfate (a) et le f-mércaptoethanol (b) d’aprés
Read et al. (PDB 1IAT).%

Ces mémes résidus du site actif ont été également identifiés en 2002 dans la structure de I’AMF-
PGI complexée avec le D-érythrose 4-phosphate (E4P), un bon inhibiteur de la PGI (K; de I’ordre
de 0.7-1 uM sur RmPGI%). Dans cette structure résolue a 2.4 A (PDB 1IRI),'® les ligands du
phosphate sont exactement les mémes que ceux identifiés dans les structures précédentes. On
note également la présence d’une molécule d’eau reliant le phosphate et la Thr217. L oxygene en
C3 est coordiné a I’His388, tandis que I’oxygene du C1, en fonction de sa conformation, peut
coordiner soit le Glu357, soit la Gly158. Une autre molécule d’eau relie la Lys518 a I’oxygene
en C4 et a I'oxygene en C2 de I’E4P. Deux résidus se révélent trés importants pour 1’activité
AMEF : I’histidine 388 et la thréonine 214 (Figure 16 ; dans cette figure, on voit que les numeros
acides aminés sont différents d’une unité car la méthionine N-terminale est prise en
considération dans la séquence de la protéine). En effet, le remplacement de 1’His388 par une

Phe ou de la Thr214 par un Asp provoque une altération de 1’activit¢ AMF comparativement a la
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protéine non mutée : les cellules ne répondent pas aux mutants d’AMF et montrent une motilité

basale. Ces deux résidus sont probablement impliqués dans la fixation de I’AMF sur la chaine

glycosylée de I’ AMFR.'®

Figure 16. stucture du complexe de I’AMF-PGI avec I’E4P (PDB 1IRI).*®°

En 2003, Davies et al. rapportent la structure a une résolution de 2.5 A du complexe de la PGI
humaine avec le 5PAA (PDB 1INUH).*™ Les auteurs confirment, en accord avec d’autres études
notamment la structure du complexe RmPGI-5PAA,'%? que le glutamate 357 est la base
catalytique impliquée dans la réaction d’isomérisation catalysée par la I’AMF-PGI. Les deux

structures sont représentées dans la figure 17.

b)

Wats19 L au
8 ?*x

ngm

Figure 17. Structure des complexes de (a) I’AMF-PG| (PDB 1NUH)' et de (b) la RmPGI (PDB 1G98)'* avec le
5PAA.
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Dans le cas du complexe RmPGI-5PAA (PDB 1G98), le Glu357 se trouve a 2.7 A de I’atome O1
du carboxylate correspondant au C1 du substrat et a 3.2 A de I’atome correspondant au C2
(Figure 17 b). Il est donc idéalement placé pour jouer le réle de base catalytique impliquée dans
le transfert de proton entre les carbones C1 et C2 du substrat. Le résidu Arg272, quant a lui,
semble étre impliqué dans la stabilisation de I’'THE 1,2-cis-énediolate par son interaction avec la
molécule d’eau correspondant a 1’atome O1 de I'intermédiaire. De par leur interaction avec
I’hydroxyle en C4 de I’inhibiteur, correspondant a 1’hydroxyle en C5 du substrat, les résidus
His388 et Lys518 pourraient catalyser 1’étape initiale d’ouverture cyclique du substrat a-G6P ou
B-F6P.

En 2002, toujours en collaboration avec le groupe du Pr. Jeffery, notre équipe a obtenu la
structure cristallographique & haute résolution (1.9 A) par diffraction des rayons X du complexe
RmPGI-5PAH (PDB 1K0J),'* dont le site actif est représenté sur la Figure 18.

Thr211

7 AR |
“ v/,’z__a e
= 3

' Ser209
2. ’6 3

Tt >

2.8 ’
=~ b4
Sert59 :
Wat205 -
3.2 Wat423 Pt
A
Watdt -~ 5 6 ]
Arg2T? 2‘& 31 ?az 3 3 =
BN . Thi214
/ 4 ; \\-\,z-a_,
/
5PAH

7" )_\msm o
> A

Figure 18. Structure du complexe de la RmPGl avec le 5PAH (PDB 1K0J).'*

Cette structure avec le 5PAH est tres analogue a celle obtenue précédemment pour le complexe
avec le 5PAA, ou le couple 5PAA + Wat819 mime trés bien le 5PAH. Cette étude confirme les
conclusions émises lors de 1’étude structurale précédente quant au role des aminoacides Arg272,
Glu357, His388 et Lys518, quatre résidus totalement conservés dans 1’alignement des séquences
de 129 PGI. La présence de la molécule d’eau (Wat 241) a 3.1 et 3.2 A des deux oxygeénes du
groupe CONHOH (Figure 18) est intéressante. Elle est impliquée probablement dans la

68



stabilisation des intermédiaires enediolates de la réaction catalysée par la PGI et dans le transfert

de proton entre les deux atomes O1 et O2 du substrat.

- Mécanisme de la réaction catalysée par la PGI

Le mécanisme de I’étape de I’ouverture cyclique du F6P a été proposé par le Pr. Jeffery suite a
une étude structurale du complexe RmPGI-F6P (PDB 1HOX) montrant clairement une
interaction du résidu His388 avec I’oxygene cyclique du F6P, ce qui suggere une His388 sous

forme protonnée (Figure 19).'%

Figure 19. Structure de RmPGI complexée avec le F6P (PDB 1HOX).**

Le Glu216, en interagissant avec 1’histidine, sSemble positionner correctement ce dernier en face
de l’oxygeéne furanosique du PB-F6P. Ces observations montrent que I’histidine catalyse
pobablement 1’étape d’ouverture cyclique. On note une interaction indirecte de la Lys518 et de la
Thr214 avec I’hydroxyle anomérique du substrat via la molécule d’eau 389. Cette derniére est
bien positionnée pour capter le proton de I’hydroxyle en C1 et assurer I’ouverture du cycle du

substrat.

Il en a ainsi été déduit le mécanisme d’ouverture cyclique rapporté sur le Schéma 13 (Etape 1)
par cette molécule d’eau. Une fois le G6P sous forme ouverte, la molécule d’eau (protonnée ou

non) “sortirait” du site actif, ce qui aurait pour consequence un changement conformationnel de
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la structure du site actif. La Lys518 se déplace notamment de 4 A pour interagir avec les
oxygenes O5 et O6 du substrat, ce qui induit une rotation de la liaison C3-C4 de 140 ° (Etape 2)
et positionne ainsi le C1 correctement vis-a-vis du Glu357 et de I’Arg272 pour les étapes
d’isomérisation proprement dites (étapes 3, 4 et 5). Le Glu357 joue alors le role de base
catalytique en arrachant le proton en C2 du G6P (Etape 3). Il se forme le premier intermédiaire
de haute énergie de type 1,2-cis-enediolate, qui, par un transfert de proton entre les 2 oxygenes
O1 et O2, donne le deuxiéme intermediaire de haute énergie. Cette étape peut se faire soit par
simple prototropie soit par I’intervention d’une molécule d’eau (Etape 4). L’Arg272 participe a
la stabilisation de I’IHE formé. Ce dernier est enfin reprotoné par le Glu357 en C1 pour conduire
au F6P sous sa forme linéaire (Etape 5). Le proton est introduit en position proR. La derniere
¢tape est 1’étape de fermeture de cycle qui se fait de manicre symétrique a I’ouverture de cycle :
on assiste d’abord a une rotation de la liaison C3-C4 (Etape 6), puis a la fermeture de cycle
assistée par la molécule d’eau (Etape 7). Le F6P est enfin libéré sous sa forme cyclique -

furanose.
Gréce a ces études structurales de complexes PGl-substrat et PGl-inhibiteur, et notamment celles

publiées par les équipes des professeurs Jeffery et Salmon, le mécanisme d’isomérisation

catalysée par la PGI est aujourd'hui tres bien décrit, contrairement a celui catalysé par la PMI.
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Schéma 13. Mécanisme de la réaction d’isomérisation catalysée par la PGI (Salmon, d'aprés Jeffery et coll. 1%,

71



3.4. Facteur de motilité autocrine-Phosphoglucose isomérase (AMF-
PGI) : vers de nouveaux anti-métastatiques

3.4.1. Implication dans le métabolisme chez ’homme

a) LaPGI : 2°™ enzyme de la glycolyse

La phosphoglucose isomérase catalyse 1’interconversion réversible du 6-phosphate D-
fructose (F6P) en 6-phosphate D-glucose (G6P). Elle intervient ainsi & la deuxieme étape de la
glycolyse nommée également voie d’Embden-Meyerhoff, une voie métabolique par laquelle le

glucose est converti en pyruvate avec production de 2 moles d’ATP (Schéma 14).

Phase 1 Phase 11
D-glucose pyruvate (x2)
. ATP
hexokinase C ATP 4 pyruvate kinase
6-phosphate-p-glucose phosphoénolpyruvate (x2)
| H,O0< Al ¢
phosphoglucose isomérase L : v\ ' énolase
6-phopshate-p-fructose 2-phosphoglycérate (x2)
. ATP M| phosphoglycérate
phosphofructokinase
ADP ' mutase
1,6-bisphosphate-p-fructose 3-phosphoglycérate (x2)
ATP phosphoglycérate
aldoliese 1L NAD'+Pi NADH j ' kinase
ADP
3-phosphate = 1,3-bisphosphoglycérate (x2)

-p-glycéraldéhyde 3-phosphate-

triose phosphate + D-glycéraldéhyde
isomérase déshydrogénase
dihydroxyacétone
phosphate

Schéma 14. Les différentes étapes de la glycolyse. La glycolyse se divise en deux phases : la phase de préparation
ou le glucose est transformé en deux trioses phosphates avec consommation d'énergie (phase | et la phase de
restitution qui produit de I'énergie sous forme d'ATP (phase 11).

Cette succession de dix réactions enzymatiques, probablement la voie biochimique la mieux
comprise, joue un réle clé dans le métabolisme énergétique en fournissant une quantité non

négligeable de I’énergie utilisée par la plupart des organismes et en produisant du pyruvate,
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molécule fournissant le cycle de Krebs et certaines voies anaboliques. Le pool de NAD" cytosolique
constitue le pouvoir oxydant de la glycolyse. Ce dernier doit étre régenéré pour permettre a la
glycolyse de se poursuivre. En conditions aérobiques, le NAD™ est régénéré par réoxydation du
NADH via la phosphorylation oxydative.

La PGI se trouve alors a un véritable carrefour métabolique : elle est impliquée non seulement
dans la glycolyse mais aussi indirectement dans d’autres voies métaboliques telles que le cycle
de Krebs, la phosphorylation oxydative, la néoglucogenese, la voie des pentoses phosphates et la
biosynthese des oligosaccharides. Ainsi, la déficience en PGI n’est pas sans conséquence chez
I’homme et est, par sa fréquence, la seconde des enzymopathies érythrocytaires de la voie
d’Embden-Meyerhof, venant apres le déficit en pyruvate kinase. Bien que le déficit enzymatique
puisse concerner plusieurs tissus, le tableau clinique est habituellement limité a une anémie
hémolytique non-sphérocytaire chronique. C’est une maladie génétique autosomale récessive
rare qui est due a une mutation au niveau du géene de la PGI localisé sur le chromosome 19. Elle
se caractérise par la lyse de globules rouges due a une accumulation du G6P et au manque
d’ATP et se manifeste généralement par un ictere néonatal, une faiblesse musculaire, une
splénomégalie et une lithiase biliaire. Les seuls traitements disponibles sont les transfusions

sanguines répétées et la splénéctomie.

b) Implication de la PGI dans la néoglucogenese

Le glucose est la source principale d’énergie nécessaire au fonctionnement de 1’ensemble des
cellules de I’organisme. Les besoins en glucose de 1’organisme sont couverts par I’alimentation,
la glycogénolyse hépatique et la néoglucogenese. L’alimentation étant intermittente et le stock
hépatique de glycogéne épuisable, la néoglucogenése, qui consiste a synthétiser du glucose a
partir de dérivés non glucidiques, participe activement au maintien de la concentration du
glucose dans le sang pour entretenir le capital glucidique nécessaire aux tissus gluco-dépendants
: cerveau et globules rouges. Elle a lieu & 90% dans le foie et a 10% dans le rein et I’intestin. La
PGI joue ainsi un rdle primordial dans la néoglucogenese qui empreinte les mémes enzymes de
la glycolyse y compris la phosphoglucose isomérase. Cependant, trois de ces enzymes
I’hexokinase, la phosphofructokinase et la pyruvate kinase, catalysent des réactions irréversibles
et trés exergoniques dans le sens de la glycolyse ; la néoglucogenése n’est autre que la glycolyse

inversée mais tout en contournant ces trois étapes irréversibles. Pour contourner ces 3 difficultés,
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la cellule fait appel a d’autres réactions thermodynamiquement plus favorables catalysées par des

réactions spécifiques de la néoglucogenese.

¢) Implication de la PGI dans la voie des pentoses phosphates

La voie des pentoses phosphates est étroitement imbriquée avec celle de la glycolyse mais avec
une finalité plus anabolique que catabolique. C’est une voie métabolique qui n’a pas pour but,
contrairement a la glycolyse, de produire de I’énergie, mais la production des especes suivantes :
- Du NADPH, coenzyme réduit nécessaire a des reactions de synthéses réductrices,
notamment la biosynthese des acides gras, du cholestérol et des hormones stéroides. Elle
sert aussi a conserver le pool du glutathion réduit dont le réle est de lutter contre le stress
oxydatif cellulaire.
- Du 5-phosphate D-ribose, précurseur de la synthése de nucléotides puriques et
pyrimidiques, et de coenzymes flaviniques et pyridiniques.
- Du 4-phosphate D-érythrose, précurseur des acides aminés aromatiques.
Le substrat de la voie des pentoses phosphates est le 6-phosphate D-glucose (G6P) : en dérivation
sur la glycolyse, cette voie la quitte au niveau G6P pour la rejoindre au niveau du F6P et du 3-
phosphate D-glycéraldéhyde. La phosphoglucose isomérase intervient ainsi dans le recyclage du

F6P formé en G6P qui sert a alimenter la voie des pentoses phosphates.

d) Implication de la PGI dans la synthése des oligosacharides

La glycosylation des protéines est un processus biologique essentiel. Elle intervient dans la
stabilisation spatiale des protéines qui aide a leur repliement tri-dimensionnel. Elle permet
également de modifier leurs propriétés physicochimiques (solubilité, protection contre les
protéases et les agressions acide, alcaline et osmotique). Enfin, elle permet la reconnaissance
antigénique : les chaines glucidiques des protéines sont des médiateurs importants pour la
reconnaissance entre cellules et sont impliquées dans divers processus physiologiques tels que la
fécondation, la différenciation cellulaire, le rassemblement des cellules pour former des organes,
mais aussi dans des processus pathologiques tels que 1’infection des cellules par des bactéries et
des virus, la formation de tumeurs malignes ainsi que la résistance des cellules cancéreuses a des

médicaments cytostatiques (implication de la P-glycoprotéine).
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La biosynthese de toutes les N-glycoprotéines membranaires se fait via un précurseur
oligosaccharidigue commun formé de trois glucoses, neuf mannoses et deux N-
acétylglucosamine. Le GDP-mannose (guanosine diphosphomannose), synthétisé a partir du M6P,
est un donneur de groupement mannose pour les réactions de la glycosylation. La PGI, par
I’intermédiaire de ses substrats précurseurs du mannose 6-phosphate joue ainsi un réle important

dans la biosynthese des glycoprotéines.

3.4.2. 1.’ AMF-PGI : un biomarqueur de cancer validé

Bien que la PGI soit une enzyme a localisation intracellulaire, une forte activité glycolytique a

195199 oy les urines™® de patients atteints de tumeurs

été cependant détectée dans le sérum
malignes au niveau du sein, de la vessie, du rein, de I’utérus et des appareils gastrointestinal et
colorectal. En effet, une fois dans le milieu extracellulaire, la PGI joue un autre role, celui de
facteur de motilité autocrine désigné par «KAMF» ou «AMF-PGl». Des tests in-vitro montrent
que cette cytokine est capable de stimuler la motilité des celllules de fibrosarcome humain « HT-
1080 » dés une concentration de 1 pg/mL.*** Des taux elevés de cette cytokine ont été corrélés a
la progression des tumeurs et au développement de métastases.™* *** Secrété uniquement par les
cellules tumorales,*> " ’AMF est un biomarqueur de détection précoce de cancers,
potentiellement métastatiques, pouvant aussi servir comme marqueur prédictif de la réponse a
une thérapie anti-cancéreuse.
En plus de son activité AMF, d’autres activités extracellulaires ont été attribuées a 1’exo-PGl :
- La neuroleukine (NL) qui joue a la fois le réle d’une lymphokine et d’un facteur
neurotrophique.*8:*
- Le médiateur de maturation et de différenciation (DMM) qui induit la différenciation des
cellules leucémiques myéloides en cellules monocytiques.*?°

- Un antigéne impliqué dans la polyarthride rhumatoide*

et dans 1’agglutination des
spermatozoides humains pouvant ainsi étre a I’origine de I’infertilité masculine.'?
La PGI est donc une protéine multifonctionnelle dont 1’activité (et le nom) dépend de sa

localisation dans l’organisme.123
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3.4.3. Découverte de PAMF-PGI

Le facteur de motilité autocrine a été découvert en 1986 par I’équipe de Liotta et al.'™> qui a
réussi a le purifier a partir de cellules métastatiques de mélanome humain « A2058 ». Il a été
désigné par « facteur de motilité autocrine » (AMF) étant donné qu’il stimule la motilité, a la fois

dirigée (chimiotaxie) et aléatoire, des cellules de mélanome qui le produisent.

Dans le but d’explorer la nature de ce facteur métastatique, des alignements de séquences
protéiques ont été menes : I’AMEF a été ainsi distingué des autres chimioattracteurs et facteurs de
croissances déja connus pour étre impliqués dans les métastases tumorales. Plus tard, I’AMF a
été décrit comme étant identique & la phosphoglucose isomérase.® En effet, une homologie entre
I’AMF purifiée a partir de cellules d’un modéle murin de fibrosarcome et la phosphoglucose
isomérase extraite du muscle de lapin a été prouvée en se basant, non seulement sur 1’alignement
de séquences nucléotidiques, mais aussi sur leurs propriétés physicochimiques et leur activité

biologique® :

- Les deux protéines donnent une bande identique vers 55 kDa par migration sur gel SDS-
PAGE.

- Les deux protéines sont reconnues par le méme anticorps polyclonal anti-AMF.

- L’AMF est dotée d’une activité isomérase comparable a celle de la PHI du muscle de
lapin (92.3% de ’activité isomérase de la PHI).

- La PGI extraite du muscle de lapin a une activitt AMF comparable a celle de I’AMF
purifié.

- L’érythrose-4-phosphate et le 6-phospho-D-gluconate, qui sont des inhibiteurs de

I’activité PGI, inhibent également la motilité des cellules tumorales stimulée par I’AMF.

Le fait que la PGI, une phosphoenzyme, soit un marqueur métastatique peut paraitre surprenant.
Néanmoins, d’autres « phosphoenzymes » telles que les protéines kinases, la thymidine

124125 (facteur de croissance dérivé des plaquettes) et I’autotaxine'?®, une

phosphorylase
lysophospholipase D, ont été également décrites dans la littérature pour étre impliquées dans le

développement de cancers métastatiques.
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3.4.4. gp78-AMFER : récepteur de PAMF-PGI

L’AMF exerce ses effets par fixation sur un récepteur membranaire. Ce récepteur a été purifié
pour la premiére fois & partir de cellules de mélanome de souris « B16-F1 »'?"'?® |a
reconnaissance d’une lectine par ce récepteur a prouvé sa nature glycoprotéique. Il a été alors
défini comme étant une glycoprotéine de 78 kDa (gp78). Grace a I’utilisation d’un anticorps
polyclonal anti-gp78 (Fab) couplé a un anticorps fluorescent, il a été démontré qu’il s’agit d’un
récepteur membranaire de surface.

116

Un peu plus tard, ce récepteur a ét¢ identifié comme étant le récepteur de I’AMF (AMFR),

suite aux observations suivantes :

- L’interaction d’un anticorps monoclonal anti-gp78 avec ce récepteur donne un effet

comparable a celle produite par I’AMF.

- L’AMF entre en compétition avec I’anticorps anti-gp78 au niveau de son site de fixation
sur le récepteur. L’interaction AMF-AMFR a été confirmée plus tard par

autoradiographie.'*’

Tout comme son ligand, I’AMFR peut servir comme un marqueur de pronostic des cancers
humains. En effet, des taux elevés d’AMFR ont été détectés dans les urines de patients atteints de
cancer de la vessie comparativement aux individus ayant simplement des problémes

urologiques.*®

Dans le méme sens, une surexpression de I’AMFR a ¢té corrélée positivement a
un stade avancé et a un mauvais pronostic de plusieurs types de cancers tels que le cancer du
poumon,®*** de la vessie,** de I’cesophage,™ gastrique,**® colorectal,**” du sein,*® du foie,**

et le cancer cutané.*

3.45. Interaction AMF-AMFR : rb6le dans le développement de cancers

meétastatiques

L’AMF est une cytokine secrétée par les cellules tumorales et exerce son effet par interaction
avec son propre recepteur exprimé a la membrane de ces cellules. Ne possedant pas un peptide

signal essentiel & sa sécrétion, I’AMF est secrété dans le milieu extracellulaire via un chemin non
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classique qui reste a élucider. Une phosphorylation au niveau du résidu Serl85 est supposee
induire sa sécrétion d’otl son appellation sous le nom de phosphoenzyme.'#*
La transduction du signal résultant de I’interaction AMF-AMFR reste encore mal définie. Elle

® et le

déclenche néanmoins une stimulation de la motilité des cellules tumorales in vitro™
développement de métastases in vivo.'*
Bien qu’un mécanisme précis de I’interaction AMF-AMFR ne soit pas décrit, différents travaux

ont permis d’éclaircir quelques points intéressants dans cette voie de signalisation.

a) La migration des cellules cancéreuses induite _par linteraction AMF-AMFER _met

probablement en jeu une activation d’une protéine G

Mises en présence de la toxine de Bordetella pertussis, les cellules de mélanome humain «B16-
F1» et « A0258 » stimulées par I’ AMF retrouvent leur motilité normale.*®*% Cette toxine inhibe
¢galement I’effet induit par I’anticorps anti-gp78 sur la motilité des cellules « B16-F1 », une
autre preuve que I’AMF agit par interaction avec cette glycoprotéine.116 Ces résultats montrent
que I'AMF provoque une augmentation de la motilité cellulaire via I’activation d’une protéine G
sensible a la toxine de Bordetella pertussis. Cette hypothese a été appuyée plus tard par 1’équipe
de Shimizu et al. qui a décrit ’AMFR comme étant une protéine a sept hélices
transmembranaires et donc appartenant tres probablement a la famille des récepteurs couplés aux

protéines G.'*®

b) Possibilité de dimérisation de ’AMFR

L’AMFR existe probablement sous forme dimérique du fait que ce récepteur contient un motif
leucine-zipper au sein de sa séquence d’acides aminés.**® Ce motif, qui consiste en une répétition
périodique d’un résidu leucine tous les septs acides aminés, favorise la dimérisation d’une
protéine et dans certains cas son oligomérisation. Cette suggestion est en accord avec le fait que

son ligand, I’AMF-PGI, est également une enzyme dimérique.

c) Fixation de ’AMF via une interaction avec la chaine glycosylée de '’AMFR

L’AMFR a été découvert a I’origine comme étant une glycoprotéine « O-glycosylée ». Un site de
N-glycosylation a été également supposé exister au niveau du domaine extracellulaire du

récepteur dont la fonction exacte n’était pas claire a cette époque.’*® Récemment, un réle trés
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important dans la reconnaissance de I’AMF a été attribué a la chaine N-glycosylée du récepteur.
En effet, le récepteur privé de son site de « N-glycosylation », et donc de sa chaine sucre est
incapable de fixer I’AMF. Dans le méme contexte, le récepteur purifié et traité par une N-
glycosidase, et donc privé également de sa chaine glycosylée, n’inhibe pas la motilité des
cellules HT-1080 stimulée par I’AMF. De plus et comme nous I’avons déja mentionné, les
cellules tumorales stimulées par I’AMF retrouvent leur motilité normale lorsqu’elles sont placées
en présence d’inhibiteurs de la réaction d’isomérisation de la PGI, comme le 6-phospho-D-
gluconate (6PGA) ou le 4-phosphate D-érythrose (E4P).%

Ces observations suggérent fortement que linteraction AMF-AMFR implique la partie

oligosaccharidique du récepteur (Figure 20).**

AMF

Membrane

Figure 20. L interaction AMF-AMFR implique la chaine glysosylée du récepteur.

d) Effet motogénique de ’AMF

Comme nous I’avons mentionné précédemment, il existe peu d’informations au sujet de

I’interaction de ’AMF avec son récepteur. Mais, d’une facon générale, 1’interaction AMF-

AMPFR induit :

- L’internalisation du complexe récepteur-ligand.'*®

- La phosphorylation de ’AMFR.***
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116,145,146

- L’activation d’une protéine G sensible a la toxine de Bordetella pertussis, ainsi

147,148

que des protéines kinases comme la protéine kinase C (PKC) qui joue un role

important dans 1’organisation du cytosquellete d’actine.

- Laproduction d’un messager intracellulaire classique : 1’inositol triphosphate.**

En accord avec les faits mentionnés ci-dessus, un mécanisme décrivant I’effet de I’AMF sur la
motilité des cellules tumorales a été rapporté par Tsutsumi et al."*® qui conclut que I’AMF
stimule la motilit¢é des cellules tumorales via P’activation de deux types de protéines
appartenant a la famille Rho, jouant un role clé dans I’organisation du cytosquelette
d’actine™ (Figure 21).

GDI- 5
i regulate
upregulate .+ i  (putative negative feedback)
AMF -
activate
AMF O - — S >
upregulate @
secretion \{ . e

INK1 actin fiber
INK2 rearrangement

#"/
7

Figure 21. Réponse d’une cellule tumorale suite d une stimulation par I’AMF.*® Activation de Racl et RhoA,
protéines jouant un role clé dans [’organisation du cytosquelette d’actine et la motilité cellulaire.

En effet, la stimulation des cellules de mélanome humain « A375 » par I’AMF induit a I’échelle
moléculaire :
- L’activation de petites protéines G appelées Racl et RhoA, qui appartiennent a la famille

Rho appelées également RhoGTPases.
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- Larégulation positive des protéines JUN kinases « JNK1» et «JINK2 » dont I’activité est
modulée par les RhoGTPases.
- La régulation positive de la protéine « GDI-p» (guanine nucleotide dissociation

inhibitors), une protéine régulatrice de ’activité des RhoGTPases.™

L’AMF induit ainsi, via un chemin complexe de signalisation, le réarrangement des filaments
d’actine, la formation de filaments contractiles de myosine et d’actine ou fibres de stress, et des
extensions membranaires appelées lamellipodes. A cela vient s’ajouter une régulation négative

des E-cadhérines®®

aboutissant a une perte d’adhésion intercellulaire, “une étape cruciale a la
migration cellulaire” : les cellules tumorales dont les fonctions prolifératives sont déja
altérées, acquiérent ainsi une capacité migratoire leur permettant de se disséminer et

d’envahir d’autres tissus avoisinants.

e) L’AMEF : un facteur angiogenique

Outre la stimulation de la motilité des cellules cancéreuses, I’AMF joue un rdle critique dans le
«switch angiogénique» des tumeurs, un processus essentiel a la progression tumorale et au
développement de meétastases. Incubées sur du gel de collagéne, des cellules endothéliales
humaines matures mises en présence de I’AMF proliférent et donnent naissance a des structures
en forme de tubules. L’AMF stimule également I’expression de I’AMFR a la surface de ces
cellules, évoquant ainsi un mode de stimulation paracrine pour cette cytokine. In vivo, la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins a été détectée chez des souris transplantées par des
cellules tumorales surexprimant ’AMF de fagon stable, un effet non observé chez celles
transplantées par des cellules tumorales n’exprimant pas I’AMF. Cet effet est également inhibé
en présence de I’E4P (un inhibiteur de I’ AMF).**®

Pour aller plus loin, il a été démontré que I’AMF stimule, via un mode autocrine la production du
VEGF (vascular endothelial growth factor) par les cellules tumorales, et via un mode paracrine la
surexpression des récepteurs au VEGF de type 1 et 2.°°** La fixation du VEGF sur ses
récepteurs stimule, via une cascade de signalisation, la locomotion et la prolifération des cellules
endothéliales aboutissant ainsi a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui peuvent

répondre aux besoins métaboliques des cellules tumorales.
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f) L’AMEF : un facteur anti-apoptotigue

En plus de ses effets angiogénique et motogénique, un réle anti-apoptotique a été attribue a
I’AMEF. En effet, des cellules de fibrosarcome humain «HT1080» surexprimant et sécrétant de
hauts niveaux d’AMF sont résistants & la mytomycine, un médicament inducteur de
I’apoptose.’® Cette activité anti-apoptotique est due & une régulation négative de deux protéines
appelées Apaf-1 et caspase-9, selon un chemin de signalisation dépendant de I’activation d’une
protéine kinase C, de la phosphatidyl inositol-3-kinase et d’'une MAPK (mitogen-activated
protein kinase).

g) L’AMEF : une cytokine pro-métastatigue

Bien que la PGI intracellulaire soit une enzyme primordiale au bon fonctionnement de
I’organisme, ’exo-PGl a par contre des effets néfastes. Une fois secrétée par les cellules
tumorales, elle joue le role d’une cytokine pro-métastatique connu sous le nom d’AMF : ayant
des effets anti-apoptotique, angiogénique et stimulant de la migration cellulaire, I’AMF est
strictement relié a la progression tumorale vers un stade invasif et métastatique.

Cette protéine demeure le sujet de nombreuses recherches scientifiques : il a été montré
récemment que 1’extinction du géne de I’AMF a pour effet de diminuer la migration des cellules

157 et dans le méme contexte, la

tumorales de glioblastome humain ainsi que la taille de la tumeur,
suppression de la colonisation pulmonaire des souris tranplantées par des cellules
d’ostéosarcome.®® D’autre part, des souris transfectées par des cellules de cancer du colon
humain surexprimant de fagon stable la PGI développent de larges tumeurs ainsi que des
métastases hépatiques, comparativement aux cellules n’exprimant pas I’AMF qui elles, par
contre, étaient incapables de coloniser le foie des souris et donnent naissance a des tumeurs de
taille beaucoup plus réduite.™ Ces résultats viennent confirmer davantage le role que joue cette
cytokine dans la progression tumorale et le développement de cancers métastatiques. Le

diagnostic précoce de son activité et son inhibition présentent un intérét thérapeutique évident.

4. Meilleurs inhibiteurs connus des deux enzymes

Pendant trés longtemps, les meilleurs inhibiteurs connus de la PGI étaient le 5-phospho-D-
arabinonate (5PAA) et le 4-phosphate D-érythrose (E4P) ; aucun puissant inhibiteur n’était

rapporté pour la PMI. Ce n’est que récemment, et par analogie avec I'ITHE commun des réactions
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catalysées par ces deux enzymes, que de nouveaux inhibiteurs compétitifs ont été congus dans
notre équipe (Schéma 15) : I’acide 5-phospho-D-arabinonohydroxamique (5PAH), le 5-phospho-
D-arabinonhydrazide (5PAHz) et le 5-phospho-D-arabinonamide (5PAAm). Les résultats

d’inhibition obtenus avec ces composés (K; ou IC50) sont rapportés dans le tableau 4.°31%0-162

— - #

OH(0) o HN-OH HN—NH, NH,

—OH o (0] (o) (o]
HO— HO HO HO HO

—OH OH OH OH OH

—OH OH OH OH OH

- 0PO;* OPO;% OPO;* OPO,? OPO,*
~ IHE SPAA SPAH SPAHz SPAAmM

1,2-cis-énediol(ate)

Schéma 15. Inhibiteurs analogues de I'IHE 1,2-cis-eénediolate.

Tableau 4. Valeurs de Ki ou IC50 obtenues avec les inhibiteurs analogues de I’'THE sur la PGI et la PMI (uM).

ScPMI PaPMI EcPMI ScPGI BsPGI RmPGI

S5PAA 3600 + 0.7* 20000 £ 1* - 21+04 1.0+0.1 1.47 £0.07

Kn/Ki - - 33 45 68
5PAH 0.086 +0.012 0.137 £0.012 0.084 0.228 +0.018 0.098 £ 0.014 0.195 = 0.006

Km/Ki 1410 18250 3952 303 456 513
S5SPAAM = = 11+3 42+09 - -

Kn/Ki - - 65 16 - -
S5PAHz = 32* 2+0.2 8.0+0.8

Kn/K; 78* 160 + 30 9

* 1 1C50, PGI : phosphoglucose isomérase, PMI : phosphomannose isomérase, Sc : S. cerevisiae, Pa : P. aeruginosa,
Ec : E. coli, Bs : B. subtilis, Rm : rabbit muscle.

Le 5PAH est le plus puissant inhibiteur rapporté dans la littérature pour les deux enzymes avec
un K; de 86 nM sur la ScCPMI et de 98 nM sur la BsPGI. La non-sélectivité de cet inhibiteur vient
confirmer 1I’hypothése selon laquelle les mécanismes des isomérisations catalysées par la PMI et
la PGI mettent en jeu un IHE identique de type 1,2-cis-énediol(ate). Cependant et de maniere
surprenante, le 5PAA montre une tres mauvaise inhibition de la PMI avec des K; de 3.6 et 20
mM sur la ScPMI et la PaPMI respectivement. Ce composé n’est peut-étre pas assez long pour

obtenir une bonne inhibition étant donné que I’hydroxyle en C1 de I’IHE n’est pas mimé. Il est
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pourtant un trés fort inhibiteur de la PGI avec un K; de 1.47 uM sur la RmPGI. La PGI de muscle
de lapin a donc une affinité 70 fois meilleure pour le 5PAA que pour son substrat F6P ou G6P.
La valeur de son K; est fonction du pH et varie entre 30 uM & pH 9 et 0.3 pM pour un pH < 7.1%
L’inhibition pH-dépendante du 5PAA traduit une stabilisation électrostatique du composé au
sein du site actif et est en accord avec un IHE de type anionique. Une exception notable concerne
I'E4P*° : il lui manque en effet une bonne partie des interactions favorables des carbones 1 et 2
du G6P ou du F6P et présente pourtant une forte activité inhibitrice de I’enzyme avec un K; de
0.7 uM sur RmPGI (Schéma 16). De plus, il ne possede pas de charge négative sur le carbone
terminal. Il semblerait que cet inhibiteur, bien que compétitif, n'interagisse pas de la méme facon

que les autres inhibiteurs compétitifs au site actif de I'enzyme.*®*

— —#
o.__ O

| OH(O) N

OH —OH
H__O
HO HO—

OH OH —OH
OH OH —OH
OPO;* OPO;* —OPO;*

IHE 4-phosphate-D-erythrose 6-phosphate-D-gluconate

1,2-cis-énediol(ate) (E4P) (6PGA)

Schéma 16. Structure des inhibiteurs de [’activité AMF de la PGI.

Les composés 5SPAAmM et 5PAHz sont aussi de bons inhibiteurs de la PMI et de la PGI, tout en
restant moins bons que le 5SPAH. Les différences d’inhibition observées entre le 5SPAH et le
5PAHz suggeérent peut-étre un IHE de type anionique (1,2-cis-enediolate). Avec un pK, autour
de 9, le pourcentage de forme déprotonée de 5PAH est faible mais suffisant pour une inhibition
efficace, alors qu’avec un pK, autour de 17, le 5PAHz se trouve entiérement sous forme neutre.
En plus de I’inhibition de la réaction d’isomérisation catalysée par la PGI, ces composés sont des
inhibiteurs de I’activité AMF de la PGI : ’E4P et le 6PGA (Schéma 16), un analogue du substrat
F6P, inhibent également la motilité des cellules stimulée par ’AMF in vitro.®

De nombreux autres inhibiteurs de PGI ont été rapportés dans la littérature mais restent de moins

bons inhibiteurs que ceux synthétisés dans notre laboratoire.
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5. Obijectifs de la these

Le travail de thése présenté ici s'inscrit dans le cadre des recherches développées par le Prof.

Laurent SALMON au laboratoire concernant 1’étude des aspects stucturaux, mécanistiques et
thérapeutiques des aldose-cétose isomerases, et plus précisément des PMI et PGI. Les PMI et
PGI représentent en effet des cibles thérapeutiques potentielles pour le développement de
nouvelles molécules a activités respectivement antifongique et anti-métastatique. De puissants
inhibiteurs analogues des intermédiaires de haute énergie des PMI et PGI ont été synthétises par
le passé au laboratoire tel le plus puissant d'entre eux : I’acide 5-phospho D-arabinono-

hydroxamique (5PAH), cependant non sélectif entre les deux enzymes.

En premier lieu, ’objectif de la thése est de poursuivre la recherche de nouveaux inhibiteurs
sélectifs pour chacune des deux cibles thérapeutiques. L’idée est d’élaborer une petite
chimiothéque selon une approche rationnelle par modification du composé de référence analogue
de I’IHE, le 5PAH, au niveau de sa partie téte. Deux stratégies ont été proposées pour atteindre
cet objectif : 1) En mettant a profit la présence du cofacteur zinc de la PMI absent chez la PGI et
2) en ciblant un résidu carboxylate spécifique du site actif de la PGI (Glu357). La premiére
stratégie consiste a introduire dans certaines des molécules un ligand du zinc ou groupe ZBG
(Zinc Binding Group) dans le but de cibler spécifiquement la PMI. La deuxieme stratégie
consiste a introduire des groupements a fonction amine terminale dans le but de cibler le résidu

carboxylate de la PGI.

X= ZBG R—-NH,
#
_ o HN A A~ NH;
OH(O) HN-OH| Fonction b X ' | HN
| OH o | modulable ! o N .~
HO HO HO
OH OH OH HN- S |-|N/\(\N|-|2
OH OH OH OH
OPO,Z OPO,Z OPO,% H
N
THE 5PAH analogue de HN/\W\/) etc......
1,2-cis-énediol(ate) I'IHE proposé N

Schéma 17. Approche utilisée pour la conception de nouveaux inhibiteurs sélectifs de la PMI et de la PGI.
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Ces inhibiteurs modifiés au niveau de leur partie té€te sont moins bons mimes de I’'IHE que le
5PAH : cette propriété augmentera la chance de gagner en terme de sélectivité. L’étude des
relations structure-activité de cette petite chimiotheque contribuera a mieux définir, d’une part,
les criteres définissant un bon inhibiteur, et d’autre part, ceux dirigeant la sélectivité vis-a-vis des

deux enzymes.

Apres avoir évaluée les propriétés inhibitrices de ces molécules sur les enzymes cibles
surexprimées au laboratoire, nous nous sommes egalement intéresses a 1’étude par diffraction des
RX des complexes enzyme-inhibiteur les plus pertinents, notamment dans le cas de la PMI pour
laquelle aucune structure de I’enzyme n’a encore été décrite dans la littérature avec un inhibiteur
Ou un substrat au site actif et que beaucoup d’informations mécanistiques restent encore a
élucider. Ces structures de complexes enzyme-inhibiteur pourraient alors apporter non seulement
des renseignements sur la nature des interactions de I’inhibiteur au site actif de I’enzyme, mais
également fournir de précieuses informations mécanistiques et structurales déterminantes pour

une conception rationnelle future de nouvelles molécules d'intérét thérapeutique.

Au dela des aspects structuraux, mécanistiques et thérapeutiques, les inhibiteurs synthétises
peuvent présenter un intérét supplémentaire en terme de diagnostic pour la détection des
enzymes ciblées. Nous avons ainsi congu et ¢tudié un nouveau biocapteur a base d’un inhibiteur
de type monosaccharide pour la détection de I’AMF/PGI, cette protéine étant un biomarqueur
métastatique validé. Les méthodes décrites dans la littérature pour la détection de I’AMF-PGI

dans les fluides biologiques comprennent des méthodes enzymatiques,'®’16>16

colorimétriques™ et immunologiques.*® '™

Cependant, ces méthodes classiques sont
généralement complexes et difficiles a mettre en oeuvre. De plus, la phase de préparation des
échantillons et d’exploitation des résultats augmentent la durée de I’analyse. Afin d’améliorer la
facilité et la rapidité avec laquelle le dépistage peut étre effectué, il est nécessaire d’éliminer
autant d’étapes que possible dans le processus d’analyse. C’est dans ce contexte que le
développement de capteurs miniaturisés, biocompatibles et plus simple d’utilisation est apparu
comme une priorité. Un tel outil a déja été développé dans notre laboratoire. Cependant, la PGI
du muscle de lapin avait alors été utilisée comme enzyme modele de 'AMF-PGI pour tester les

performances analytiques du biocapteur.!” Dans le cadre de cette thése, nous avons développé
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un nouvel outil pour la détection de la cible reelle, TAMF-PGI, en utilisant comme biorécepteur

un des inhibiteurs synthétisés au cours de ce travail.
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SYNTHESE DE NOUVEAUX INHIBITEURS DES
PHOSPHOGLUCOSE ET DES PHOSPHOMANNOSE
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1. Introduction : état de I’art et stratégie proposée

La connaissance des mécanismes et des intermédiaires réactionnels, voire des états de transition,
impliqués dans les réactions catalysées par les enzymes est fondamental. En effet, les recherches
entreprises dans ce domaine sont souvent orientées vers la création de molécules a visée
thérapeutique mimant les états de transition et/ou les intermédiaires de haute énergie (IHE),
ceux-ci étant considerés comme les structures les plus fortement liées par I'enzyme au cours du
chemin réactionnel. Par conséquent, des analogues de 1’état de transition ou d’IHE sont
généralement puissants car ils se lient plus fortement a 1’enzyme que le substrat correspondant.
Ainsi, I’acide phosphoglycolohydroxamique (PGH) se lie 40000 fois plus fortement a la D-
fructose-1,6-bis-phosphate (FBP) aldolase de la levure que le dihydroxyacétone phosphate
(DHAP), un des substrats de 1’enzyme.!” Ce méme composé (PGH) est aussi inhibiteur de la
triose phosphate isomérase (TIM) avec une affinité 155 fois supérieure a celle du DHAP.*"* La
fonction acide hydroxamique de cet inhibiteur mime trés bien la fonction énediol(ate) de I'THE
mises en jeu dans ces deux réactions, aussi bien d’un point de vue électrostatique que stérique
(Schéma 18). Dans le cas de la FBP aldolase de classe 11, une métalloenzyme a zinc, s’ajoute une
coordination du métal avec d’une part, I’oxygene du carbonyle et d’autre part, 1’oxygéne porté

par I’azote de la fonction hydroxamate.'’

—0 ,
—OPO,;*
G3P EOH , [ o 3
2. 2. OPO3 " I
%0 EO'(OH) | _OH
OH FBP OH FBP . OH
Idol Idol .
on aldolase aldolase L oPo,?
_0 DHAP 1,2-cis-énediolate 1,6-biphosphate D-fructose
OPO,*
PGH
OPO;* TIM | O’(OH) TIM =0
o Lo =
OH OPO,2 OPO,*
DHAP 1,2-cis-énediolate G3p

Schéma 18. Réactions catalysées par la triose phosphate isomérase (TIM) et la fructose-1,6-bisphosphate aldolase

(FBP) et leur inhibiteur PGH.
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Selon la méme approche, Chirgwin et Noltmann ont synthétisé et testé le 5-phospho-D-
arabinonate (5PAA) en tant qu’inhibiteur compétitif analogue de I’IHE de la réaction catalysée
par la phosphoglucose isomérase.'®® Cet inhibiteur a montré une forte inhibition de I’enzyme de
levure avec un K; de 2.1 puM et un rapport K/K; = 33. Etant chargé négativement, les auteurs ont
suggeré que ces résultats sont en accord avec un IHE chargé de type 1,2-cis-énediolate et que le
carbonyle du 5SPAA mime bien la double liaison C=C de I’IHE. Cependant, 1’analogie structurale
n’est pas compléte. En effet, I’oxygéne O1 de I'THE supposé n’est pas représenté dans le SPAA.
Le groupement carboxylate n’est probablement pas la fonction chimique qui mime le mieux la
fonction énediol(ate) surtout que le 5PAA est un trés mauvais inhibiteur de la PMI qui met en jeu
le méme type d’IHE (Schéma 19).*

~ o
) OH
OPO;2 |
PGI o
HN-OH HO 0 HO
o HO - OH oH
HO «G6P OH \
OH i OPO,? |
OH ) )
0PO* THE 1,2-cis-enediol(ate) 0PO,?
5PAH go OH
o OH
o , OH BF6P
HO r H 7
=7 2+
g: OPO,2 | o2
HO o PMI typel |HO
0PO;> HO °
SPAA HO OH OH
BM6P OH
OPO,2 |

IHE 1,2-cis-enediol(ate)

Schéma 19. Réactions catalysées par la PGl et la PMI et les analogues de leur IHE (5PAA et 5PAH).

Par conséquent, comme pour la TIM et la FBP aldolase, et afin de mimer le plus possible I'THE
de la reaction catalysée par la PGl et la PMI, 1’acide 5-phospho-D-arabinonohydroxamique

162
g.16

(5PAH) a été synthétisé dans notre laboratoire en 199 Ce dernier représente a ce jour le

meilleur inhibiteur rapporté dans la littérature des deux enzymes. Il se lie respectivement 1410 et
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303 fois plus fortement que leurs substrats a la PMI et a la PGI de S. cerevisiae. La fonction
acide hydroxamique notamment sous forme déprotonee du 5PAH est un excellent mime de la
fonction ¢énediolate de I’'THE commun impliqué dans les réactions catalysées par ces deux
enzymes.

Cependant, un des probléemes majeurs du 5PAH, est le manque de sélectivité vis-a-vis des deux
enzymes. Il présente également des limites importantes dues a sa faible biodisponibilité orale et
a sa toxicité : la fonction acide hydroxamique est facilement hydrolysable et son hydrolyse
libére de 1I’hydroxylamine trés cytotoxique. Par conséquent, 1’objectif de cette thése est de
poursuivre la recherche de nouveaux inhibiteurs sélectifs pour chacune des deux cibles
thérapeutiques. En fait, la PMI et la PGI ont le méme IHE de type 1,2-cis-eénediolate sauf que
celui-ci est coordiné & un atome de zinc dans le cas de la PMI (Schéma 19). Un mime de la
fonction 1,2-cis-énediolate inhibera donc facilement les deux enzymes. D’ailleurs, le cas du
5PAA est instructif. Sa fonction carboxylate est un mauvais mime de la fonction énediolate
(mime incomplet) ; c’est la raison pour laquelle il est un mauvais inhibiteur de la PMI. Dans le
cas de la PGI, sa trés bonne inhibition n’est due qu’a la présence fortuite d’une molécule d’eau
au site actif qui vient compléter la partie carboxylate, I’ensemble formant ainsi un bon mime de
la fonction ¢énediolate. De plus, le 5SPAA ne peut étre qu’un ligand monodentate du zinc. Ceci
pourrait expliquer en outre pourquoi ce composé n’inhibe pas la PMI, et pourquoi 5SPAH et
5PAHz sont au contraire de bons inhibiteurs des deux enzymes. Ces derniers sont, par leur
fonction CONHOH et CONHNHS,, de bons ligands bidentate du zinc et aussi de trés bons mimes
de la fonction énediolate.

Conne enoncé dans la partie « objectifs de la thése » de I’introduction, 1’idée est d’élaborer une
petite chimiothéque selon une approche rationnelle par modification du composé de référence
analogue de I’THE, le 5PAH, au niveau de sa partie téte. Deux stratégies sont proposées pour
atteindre cet objectif : 1) en mettant a profit la présence du cofacteur zinc de la PMI absent chez
la PGI et 2) en ciblant un résidu carboxylate du site actif de la PGI (Glu357). La premiere
stratégie consiste a introduire dans certaines des molécules un ligand du zinc ou groupe ZBG
(Zinc Binding Group) dans le but de cibler spécifiquement la PMI. Ces mimes de I’IHE non-
mimes de I’énediolate et portant en téte un ligand du zinc sont potentiellement des inhibiteurs
sélectifs de la PMI. La deuxieme stratégie consiste a introduire des groupements a fonction

amine terminale dans le but de cibler un résidu carboxylate de la PGI. Nous nous sommes ainsi
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diriges vers des molécules plus stables contenant un groupe azoté plus ou moins encombré
au niveau de la partie téte tout en conservant le squelette polyhydroxylé et la partie
phosphate de I’IHE nécessaires pour une bonne affinité pour 1’une ou 1’autre des deux

enzymes (Schéma 20).

X = ZBG R—NH,
#
R NH
OH(0") HN-OH| Fonction X HN™ 7S HN 2
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HO HO HO
OH OH OH NN |-|N/\(\N|-|2
OH OH OH OH
OPO;Z OPO;Z OPO,% H
N
THE 5PAH analogue de HN/\W\/) etc......
1,2-cis-énediol(ate) I''HE proposé N

Schéma 20. Approche utilisée pour la conception de nouveaux inhibiteurs sélectifs de la PMI et de la PGI.

2. Ligands des métalloenzymes a zinc

La stratégie utilisée pour concevoir des inhibiteurs spécifiques de CaPMI met a profit la
présence du cofacteur zinc de la PMI absent chez la PGI : les molécules porteuses d’une
fonction ligand du zinc (ZBG ou zinc binding group) au niveau de leur partie téte sont sans
doute moins bons mimes de 1I’IHE mais de bons chélatants du zinc, augmentant ainsi la
possibilité d’inhiber spécifiquement la PMI. Beaucoup de médicaments sur le marché ont
été congus selon ce principe : par exemple, parmi les inhibiteurs de I’enzyme de conversion
de I’angiotensine (ACE), une métalloenzyme a zinc, le captopril et le zofenopril possédent
une fonction thiol et coordinent le zinc selon un mode de chélation monodentate, le
fosinopril cible le zinc grace a une fonction phosphinate et 1’énalapril avec une fonction

acide carboxylique (Schéma 21).*"°

O
9 )

Captopril Enalapril Fosinopril Zofénopril

Schéma 21. Structure des inhibiteurs de I’ACE. Les fonctions ligands du zinc sont représentées en rouge.
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D’autres structures 3D de métalloenzymes a zinc complexées avec des inhibiteurs montrent une
chélation de type bidentate. Tel est le cas du complexe de la métalloprotéase-9 (MMP-9) avec un
inhibiteur & fonction « reverse hydroxamate » dont la structure 3D a été résolue a 2.3 A (PDB

1GKC). Dans cette structure, le zinc est penta-coordiné. On distingue 4 ligands dont trois

histidines et 1’inhibiteur qui chélate le zinc d’une maniére bidentate via les deux oxygenes de sa
177

fonction reverse hydroxamate.
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Figure 22. Structure du complexe de la métalloprotéase-9 avec un inhibiteur de type reverse hydroxamate.'”’.

De la méme facon, le Marimastat et le Batimastat ciblent le zinc des métalloprotéases

MMP-1, 2, 3, 7 et 9 par leur fonction hydroxamate. Cependant, ces deux composés ont été

abandonnés en phase |11, le premier pour son faible rapport bénéfice/risque et le deuxieme
178,179

pour sa faible biodisponibilité par voie orale.

Marimastat Batimastat

Schéma 22. Structure des inhibiteurs hydroxamates de métalloprotéases.
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Deux types de coordination sont alors possibles, monodentate ou bidentate. C’est ainsi que des
inhibiteurs des histones désacétylases (DHAC), le largazole (PDB 3RQD), une molécule
naturelle, et I’acide suberoylanilide hydroxamique (SAHA) (PDB, 1C3S), une molécule de
synthése, chélatent le zinc d’une maniére mono- et bidentate respectivement.’® Ce dernier est

d’ailleurs utilisée en tant que molécule thérapeutique en oncologie.
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Schéma 23. Mode de coordination du zinc des histones désacétylases par les deux inhibiteurs, I’acide
suberoylanilide hydroxamique et le largazole.'®

Le tableau 5 ci-aprés résume les principaux ligands du zinc décrits dans la littérature."®'®* On
remarque qu’un grand nombre de fonctions sont capables d’assurer la fonction ligand du zinc
tant qu’elles posseédent un doublet électronique disponible pour une interaction avec le cation

métallique.
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Tableau 5. Liste des principaux ligands de zinc.
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3. Choix des molécules cibles vs. CaPMI

Notre travail consiste alors en la synthése d’une petite chimiotheque par modification de la partie

téte de I’'THE commun des réactions catalysées par la PGI et la PMI dans le but de cibler I’une ou
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I’autre des deux enzymes faisant 1’objet de ce travail de thése : la phosphomannose isomérase de

C. albicans et la phosphoglucose isomérase de I’homme. Différents types de ligands du zinc ont

été choisis pour la conception d’inhibiteurs spécifiques de la PMI :

Composeés a fonction mercapto : la N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-2-(sulfanyl)ethanamine

a fonction thiol (dérivé cystéamine, 5SPACystéamine, 1) et son dérive méthylé la N-(5-
phosphate-D-arabinoyl)-2-(methylsulfanyl)ethanamine (dérivé méthyl cystéamine,
5PAMCystéamine, 2) ont été synthétisées. Etant un groupement donneur d’électrons, le
groupement méthyle peut renforcer les propriétés chélatantes du soufre et permet
également d’éviter les problémes d’oxydation de la fonction thiol en disulfure (Schéma
24).

NS HN >SN
(0] o
HO HO
OH OH
OH OH
OPO,* OPO,*
S5PACystéamine SPAMCystéamine
1 2

Schéma 24. Structure des composés a fonctions mercapto ou sulfure.

Composés a groupement imidazole et pyridine (Schéma 25) : la N-(5-phosphate-D-

arabinoyl)-1-(imidazol-2-yl)methanamine (dérivé imidazole, 5PAIm, 3) et son dérivé
méthylé la N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-1-(1-methylimidazol-2-yl)methanamine (dérivé
méthyl imidazole, 5PAMIm, 4) ont été obtenues. Ce dernier permet de montrer
I’influence de substituer I’atome d’hydrogene de 1’azote, donneur d’une liaison
hydrogéne, par un groupement méthyle sur I’affinité du composé pour ’enzyme. Afin
d’étudier I’influence de la longueur de la chaine carbonée entre 1’azote de 1’amide et le
groupement imidazole, deux autres molécules ont été proposeées : la N-(5-phosphate-D-
arabinoyl)histamine (dérivé histamine, 5PAHis, 5), et la N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-
3-(imidazol-1-yl)propanamine (dérivé propyl imidazole, 5PAPIm, 6). En plus des
composés imidazoliniques, un composé a groupement méthylpyridine, la N-(5-
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phosphate-D-arabinoyl)-1-(pyridin-2-yl)méthanamine (5PAPy, 7) nous a paru aussi

intéressant.
H / Nj\NH o
\
HN \NJ HN \N HNW HN/\/\N/\§ HN N %
0 N/ 0N o o =y o
HO HO HO HO HO
OH OH OH OH OH
OH OH OH OH OH
OPO,* OPO,% OPO,> OPO;% OPO;%
5PAIm S5PAMIm 5PAHis 5PAPIm 5PAPy
3 4 5 6 7

Schéma 25. Structure des composés a groupement imidazole et du composé pyridinique.

Autres composes : pour compléter cette petite chimiothéque, d’autres molécules ont été

proposées sans demarche rationnelle comme les dérivés furane (5PAF, 8), thiophéne
(5PAT, 9), et le dérivé sulfonique (5PASulfone, 10).
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Schéma 26. Structure des dérivés furane, thiophéne et sulfonique.

4. Choix des molécules cibles vs hPGI

- Deux autres molécules, la N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-2-aminoéthanamine (dérivé
éthylénediamine, 5PAED, 11) et la N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-3-(aminométhyl)

ethanolamine (dérivé diaminopropanol, SPADP, 12) se terminant toutes les deux par
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une fonction amine terminale ont été proposées pour inhiber plus spécifiquement la hPGI.
Ces deux composés se protonant évidemment a pH neutre peuvent donner naissance a
une interaction avec le glutamate 357 du site actif de la PGI et qui représente la base
catalytique de I’enzyme. Cette fonction n’étant pas un ligand du zinc, la PMI ne devait
pas étre inhibée par les deux composes 11 et 12. De plus, la CaPMI ne posséde pas de
résidu carboxylate (Asp/Glu) prés du cofacteur zinc au site actif a I’exception du Glu138

qui est déja engagé dans sa coordination au zinc.

HN/_\NH3+ HN/\/\NH;
o O OH
HO HO

OH OH
OH OH
OPO,% OPO,%

SPAED SPADP
11 12

Schéma 27. Structure des composés a fonction amine terminale.

Dans un but de comparaison, nous avons synthétisé a nouveau le 5PAA, molécule introduite par
Chirgwin et Noltmann en 1975 et le 5PAH synthétisé pour la premiére fois dans notre laboratoire
en 1998.1%

5. Stratégie de synthése

Toutes nos molécules cibles partagent une structure commune, un groupement phosphate et un
squelette polyhydroxylé de configuration D-arabino, ainsi qu’une fonction variable au niveau de
la partie téte. Elles peuvent toutes étre obtenues a partir d’un précurseur commun , la 5-
phosphate-D-arabinono-1,4-lactone (5PAL) obtenue pour la premiére fois au laboratoire ECBB
en 1998.%%2 Chirgwin et Noltmann'®® ont décrit la synthése du 5PAA par décarboxylation

|.160,162,186 ont

oxydative du F6P en milieu basique et en présence d’oxygene. En 1998, Hardré et a
réussi a reproduire la méme réaction en utilisant le G6P (moins onéreux que le F6P) comme

précurseur. L’oxydation de ce dernier se fait dans les mémes conditions de température, de
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concentrations de NaOH et de substrat que pour I’oxydation du F6P, mais seul le temps de
réaction varie : 72 h au lieu de 48 h. Ainsi, une coupure oxydante par le dioxygéne en milieu
alcalin du G6P conduit au sel de sodium du 5-phospho-D-arabinonate (5PAA). La purification du
SPAA consiste en sa précipitation sous forme de sel de barium. L’échange des cations barium
contre des ions Na* ou des protons conduit respectivement au sel de sodium (SPAA/Na’) et a la
forme acide (5PAA/H") du 5PAA. Une cyclisation de la forme acide du 5PAA (lactonisation)
par simple évaporation suivi d’un séchage intensif sous P,Os pendant plusieurs jours conduit au

synthon 5PAL avec un rendement de 76% (Schéma 28).

O, Na* 0, (Ba?*),),
2-
OPO; 0,, NaOH o 1) HCI °
HO o . HO — ~ .~ HO
HO OH OH 2) Ba(OH), OH
OH OH OH
G6P OPO,%, 2Na* OP0O;%, Ba?*
S5PAA/Na‘t S5PAA/Ba%"
Résine H* Résine Na*
OH (o) Na*
20,PO o o
0 _o -H,0 HO HO
R=176% OH OH
HO  OH P,05 OH OH
OPO,;%, 2Na*
SPAL OPO;H, 3
5PAA/HY 5PAA/Na*

Schéma 28. Synthése du synthon 5PAL.'¢?

Une simple addition nucléophile d’hydroxylamine (solution aqueuse d’hydroxylamine a 50%)
sur cette lactone permet 1’obtention du SPAH."®* De méme, des analogues neutres de la fonction
acide carboxylique du 5PAA comme le dérivé hydrazide (5PAHZz), le dérivé amide (5SPAAmM)
ainsi que d’autres molécules avec des fonctions variées anioniques ou neutres au niveau de leur
partie téte tels que la N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-methylamine (5SPAMA), la N-(5-phosphate-D-
arabinoyl)-2-hydroxyéthylamine  (5PAEtOA) et la N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-glycine
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(5PAGIy) ont été déja synthétisées au laboratoire selon la méme procédure (Schéma 29)."*" Le
synthon 5PAL apparait donc comme un précurseur tres intéressant permettant d’accéder a un

grand nombre de composeés en une seule étape.

HN-OH HN—NH, NH, HN™ AN O HN" >coo-
o o o o o o
HO HO HO HO HO HO
OH OH OH OH OH OH
OH OH OH OH OH OH
OPO,?* OPO,?* OPO,* OPO,% OPO,? OPO,?
SPAH SPAHz SPAAm SPAMA SPAEtOA SPAGIy

Schéma 29. Molécules déja synthétisées au laboratoire & partir du synthon 5PAL.*®’

En effet, I’addition nucléophile de différentes amines primaires sur cette lactone permet
I’obtention de tous nos inhibiteurs potentiels. Une simple chromatgraphie sur résine échangeuse
d’ions sous forme sodique permet d’obtenir les différents inhibiteurs ciblés sous forme de sels de
sodium (Schéma 30).

La seule contrainte de cette réaction est la necessité d’utiliser de forts nucléophiles comme les
amines primaires donnant des réactions complétes a 100% afin d’éviter d’obtenir un mélange de

produits ioniques dont la purification peut étre complexe.

) HN-R HN-R
“0,PO o
o R-NH o +
o) 2 HO Dowex Na HO
", quant. OH OH
HO OH OH OH
SPAL OPO,2", 2 R-NH* OPO,%, 2Na*

/

R= \ 0 ~NHz /\\\/N ~SH /\/\N/\§ | X

/ NJ <y N__~

S /\/\NHZ H 0...0 N=—\ A~S
N =87 NH ~
AE/) OH /\WJ NN NN
N_//
Schéma 30. Schéma général de synthése des différents inhibiteurs ciblés & partir du synthon 5PAL.
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Toutes ces molécules ont été caractérisées par spectroscopie de RMN du *H, du *C et du *'P,
ainsi que par spectrométrie de masse a haute résolution. Le spectre de RMN du **C  montre
toujours un pic autour de 175.5-177 ppm correspondant au groupe carbonyle, deux doublets pour
C4 et C5 et un pic pour chacun des carbones C2 et C3 dans la région allant de 65 a 72 ppm.
Leurs spectres ressemblent a celui du 5PAH avec les pics additionnels correspondants aux
fonctions ajoutées au niveau de la partie téte.

Dans le cas du 5PAED (11) par exemple, on observe sur le spectre de RMN du **C, en plus des
pics cités ci-dessus, deux pics a 39.8 et 47.4 ppm correspondant aux carbones C6 et C7
respectivement. De méme, dans le cas du 5PAPy (7) , on observe des pics a 156.3, 148.2, 138.2,
122.8, 121.3 et 43.8 ppm correspondant aux carbones C7, C11l, C9, C10, C8 et C6
respectivement (Schéma 31 et 32). Ces signaux mettent clairement en évidence la présence du
groupement méthylpyridine additionnel par rapport au 5PAH ou 5PAA.

8 9
6 7 e 7/ N\
/7 \ N\ /)
HN  NH, HN  N—7
1=0 1 =0
HO— 2 HO—2
3—OH 3—OH
4|—OH 4—OH
5.-0P0,%, 2Na* 5 L-OP0O;%, 2Na*
SPAED SPAPy
1 7

Schéma 31. Structures numérotées du 5SPAED(11) et du 5PAPy(7).

3OH
4|—OH
5L-0PO,2, 2Na*

Schéma 32. Spectre de RMN du *3C du composé de type pyridine, 5PAPy (7).
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De la méme maniére, tous les autres composés ont pu étre mis en évidence par spectroscopie de
RMN (voir partie expérimentale) a I’exception du SPACystéamine (1). La fonction thiol de ce
dernier s’est oxydée aprés passage sur la résine Dowex de sodium pour donner le composé
disulfure dont la structure est présentée sur le schéma 32 (dérivé cystine, 5SPACystine, 1°). En
effet, une fois en présence de résine sodium basique, la forme thiolate (-S",Na" ) obtenue favorise
la formation du pont disulfure entre deux monoméres. L’oxydation a ¢été confirmée par
spectrométrie de masse et par un déplacement important des pics correspondant aux carbones C6
et C7 en RMN du **C aprés I’échange. Ce probléme aurait pu étre évité en laissant le produit
sous forme de sel de cystéamine sans procéder a 1’échange sur résine Dowex-Na®. Les propriétés

inhibitrices du disulfure 1’ ont néanmoins éte évaluées sur les deux enzymes ciblées.

4—OH OH
5L-0PO5% OPO;*

S5PACystine
I

Schéma 33. Structure de la forme oxydée de la N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-2-(sulfanyl)ethanamine, nommée
5PACystine (1°).

En conclusion, une petite chimiothéque regroupant 12 nouveaux inhibiteurs potentiels des
réactions catalysées par CaPMI et hPGI a pu étre synthétisée par variation de la fonction téte de
I’'IHE dans le but d’étre testée par la suite sur nos deux enzymes cibles. A noter que dans une
optique comparative, tous les inhibiteurs synthétisés ont été testés sur les deux enzymes

indépendamment de 1’enzyme ciblée initialement.
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CHAPITRE 11

SUREXPRESSION ET PURIFICATION DE CaPMI ET DE
hPGI
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1. Introduction

L’évaluation cinétique de nos inhibiteurs potentiels ainsi que les expériences de cristallographie
nécessitent d’avoir une quantité suffisante de protéines cibles pures, faisant ainsi appel a la
technologie de I’ADN recombinant. Cette technologie qui a révolutionnée la recherche en
biologie est maintenant d’un usage courant pour la production de protéines recombinantes a des
fins thérapeutiques ou scientifiques.

Gréace a cette technologie, il est désormais possible de produire n’importe quelle protéine a partir
d’un géne isolé transféré dans une cellule qui prend en charge son décodage et le plus souvent la
sécrétion de la protéine en question. Cette protéine produite en dehors de sa cellule d’origine est
dite recombinante. Ceci est rendue possible grace a la découverte des enzymes de restriction
capables de découper I’ADN de la protéine d’intérét et celui d’un plasmide vecteur en des sites
spécifiques. Les extrémités simples brins complémentaires des deux ADN peuvent ainsi
s’apparier et se réunir par la suite d’'une maniére covalente au moyen d’une ADN ligase (Schéma
34). Le plasmide résultant qui consiste en une molécule d’ADN recombinante refermée sur elle-
méme peut ainsi se répliquer dans des bactéries E. coli facilement transformables et les plus
couramment utiliseées en tant que systéme d’expression. Armeée des instructions nécessaires, cette
bactérie peut étre transformée en micro-usine capable de produire rapidement, et avec un
minimum d’énergie, une grande variété de composés utiles, et ce, sans aucun risque de greéve (1).
Le premier succés de la bactérie dans ce role a été la production de I’insuline humaine. Avant
son introduction, les patients étaient traités avec de I’insuline provenant d’animaux d’abattoirs
qui n’est pas identique a 1’insuline humaine et qui peut étre a 1’origine de réactions allergiques et
immunitaires. Ce n’est qu’en 1982 que I’insuline produite par cette bactérie fut commercialisée,

représentant ainsi la premiere application de la technologie de I’ADN recombinant.

Aujourd’hui et grace a cette méme technologie, plus de 160 protéines recombinantes ont obtenu
leur autorisation de mise sur le marché en europe et dans le monde entier, parmi lesquelles on
peut citer 1’hormone de croissance, 1’érythropoiétine, les hormones thyroidiennes, des cytokines,

des facteurs de croissance et beaucoup d’autres protéines thérapeutiques.
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Sites de restriction ADN étranger

+

Vecteur de | GAATTC |
clonage
| CTTAAG |
T I GAATTC IAdaptateur
| CTTAAG |synthétique
l l ADN ligase
[GAATTC [l GAATTC |
EcoRI

[cttaac | | citAAG |
J{ EcoRI

e [marre ]
s 7vy R r—

\ } Association des extrémites
Y et ligature

| GIAATT C| e[ AATTC |
| CTTAA[GI I CTTAA[G |

Schéma 34. Exemple de production d’une molécule d’ADN recombinante grice a l’enzyme de
restriction « EcoRI ».

ADN recombiné

2. Principe général de la surexpression des protéines

Une proteine recombinante est nommeée ainsi dans la mesure ou elle est produite de facon
exogeéne dans une cellule dont I’ADN a été modifié par recombinaison génétique (Schéma 35).
Ce processus s’appuie sur :
- P’emploi d’un vecteur le plus souvent plasmidique transportant le géne d’intérét codant
pour la protéine recherchée,
- Iutilisation d’une cellule hote qui va servir comme une Véritable usine pour la production
de la protéine d’intérét,

- enfin, une phase de production, d’extraction et de purification de la protéine.
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géne

l / / 2 Protéine
= —--. \ ) = exprimée
plasmide
1- Disposer de ’ADN 2- L’insérerdans un héte : 3- Phase de production de la
codant pour la protéine usine a production de protéine d’intérét
d’intérét protéines

Schéma 35. Principe de la poduction de protéine recombinante.

Il est tout d’abord nécessaire de choisir un hoéte. Le choix est relativement vaste, cependant le
systéme d’expression utilisant les bactéries E. coli., génétiquement bien comprises, est de loin le
systeme le plus couramment utilisé car tres économique, rentable, rapide et pouvant étre mis en

place dans tous les laboratoires.

3. Surexpression de CaPMI

Le protocole de surexpression de CaPMI utilisé est basé sur les travaux de Gowda et al.'®® et
Smith et al..”® Cependant, la souche E. coli BL21(DE3) a été utilisée & la place de la souche
BL21(DE3)pLysS. Le plasmide pLys présent dans cette derniére code pour une lysozyme
inhibitrice de I’ARN polymérase du bactériophage T7, diminuant ainsi le niveau basal de la

transcription qui pourra exister méme en absence d’inducteur transcriptionnel.

3.1. Systéme d’expression BL21/pRSET-C
La souche E. coli BL21(DE3) est commercialisée par Sigma Aldrich. Cette souche a la

particularite, comme toutes les souches E. coli B, d’étre dépourvue de la protéase majoritaire,
codée par le géne lon, qui catalyse le clivage endoprotéolytique des protéines recombinantes de
la cellule. Ce systeme est donc particulierement adapté pour la production de protéines

hétérologues integres.
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Le plasmide qu’on appelle « pRSET-C/CaPMI » utilisé a été fourni par la société ThermoFisher-
Invitrogen. II s’agit d’une construction ou la séquence codante du gene de CaPMI a été clonée
dans le vecteur d’expression pRSET-C entre les deux sites de restriction Nhel et BamHI. Ce
vecteur possede un promoteur T7 qui régle la transcription, un géne de résistance a I’ampicilline,
un codon d’initiation de traduction ATG et une étiquette polyhistidine (6xHis) en N-terminal

facilitant une purification ultérieure par chromatographie d’affinité sur résine nickel (Figure 23).

(s8) Xbal Ndel (98)
(2832) BspQI - Sapl (ATG)
(2719) NspI 6xHis
(2715) AFIIII - Peil Nhel (136)
BmtI (140)

T7 tag (gene 10 leader)
Xpress™ tag
BspDI* - ClaI* (195)
BamHI (200)
Aval - BsoBI - PaeR7I - TIiI - XhoI (209)
BmeT110I (210)
(2415) PspFI \ / BglIl (213)
(2411) BseYI — = Pstl (221)
g - Pvull (222)

MCS

Acc65I (225)

Btgl - KpnI - Ncol (229)
EcoRI (234)

BstBI (238)

HindIII (241)

BlpI (299)
EcoO109I (325)

BspEI* (376)

NgoMIV (579)
Nael (581)

(2306) AlwNI

BanII (513)

BtgZI (579)

BsaAl (684)

Dralll (687)

Psil (812)
(1827) AhdI
(1787) Bmrl
(1758) BpmI

Xmnl (1227)
(1680) NmeAIII

BsaHI (1287)

TatI (1344)
Scal (1346)

Figure 23. Carte du vecteur d’expression pRSET-C.

3.2. Stock du plasmide pRSET-C/CaPMI
Des bactéries E. coli DHSo sont transformées par le plasmide pRSET-C/CaPMI. La

transformation se fait par choc thermique pendant 20 s a 42 °C. On sélectionne les bactéries
ayant intégré le plasmide en étalant les cellules sur une boite de Pétri constituée de milieu
autoclavé LB agar (Luria Bertani agar) et de lI'ampicilline (100 pg/mL). Apres culture des

colonies obtenues, I'ADN est extrait par la méthode de lyse alcaline, purifié sur resine
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¢changeuse d’ions, puis précipité par addition d’isopropanol. Ce stock de plasmide servira par la

suite a transformer les bacteries BL21(DE3).

3.3. Transformation des bactéries BL21(DE3) par pRSET-C/CaPMI et

production de CaPMI
On se sert du stock de plasmide prélablement préparé pour réaliser la transformation de la souche

d’E. coli BL21(DE3) dont le protocole est similaire a celui utilisé pour la souche DH5a sauf que

le choc thermique est réalise pendant 45 s au lieu de 20 s.

- Induction de [’expression par [’isopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG)

Une culture au 1/100°™ dans un milieu TB (Terrific Broth) supplémenté toujours en ampicilline
(50 pg/mL) est initiée a partir de la préculture du milieu LB. La surexpression de CaPMI est
induite par ajout d’IPTG (0.3 mM) lorsque la DO (Densité Optique) a 600 nm de la culture
atteint une valeur entre 0.6 et 0.8. En effet, les souches E. coli «<DE3» possédent dans leur
génome le gene de I’ARN polymérase T7 qui est sous le contrdle du promoteur lacUV5. En
absence d’IPTG, la transcription du géne d’intérét est réprimée grace a la fixation du répresseur
lacl sur les opérons lac. En se liant au répresseur, I’'TPTG induit un changement de conformation
de celui-ci le rendant inactif. L’ajout d’IPTG dans le milieu de culture induit alors la
transcription de I’ARN polymérase du phage T7 a partir du promoteur lacUV5 par I’ARN
polymérase d’E. coli. L’ARN polymérase du phage T7 transcrit ensuite le géne d’intérét a partir
du promoteur T7 reconnu par I’ARN polymérase T7.

- Lyse des bactéries

Le culot de bactéries est lysé dans un tampon 50 mM TRIS pH =8, 300 mM NaCl, 10% glycérol
et 1% triton x-100. Ce dernier a pour rbéle de perméabiliser les membranes cellulaires des
bactéries en solubilisant les phospholipides membranaires. L’ajout de lysozyme qui détruit la
paroi des bactéries et de benzonase qui joue le role d’ARNase et d’ADNase provoque la lyse des

bactéries. La lyse est ensuite complétée par sonication ultrasonique.
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3.4. Purification de CaPMI
La proteéine a été purifiée par chromatographie d’affinité de métal immobilisé (IMAC :

Immobilized-Metal Affinity Chromatography) comme décrit dans la littérature.’®® Ce type de
chromatographie utilise les liaisons de coordination qui peuvent se former entre un ion
métallique et certains acides aminés donneurs d’électrons. Les ions métalliques sont immobilises
sur des billes d’agarose grace a un composant chélatant fixé de maniére covalente a celle-ci.
Dans notre cas, et grace a la présence d’une queue polyhistidine a 1’extrémité N-terminale, la
protéine a été purifiée sur des billes d’agarose recouvertes d’acide nitriloacétique complexant des
ions nickel (Ni-NTA agarose, Figure 24) . Apres lavage de la colonne, la protéine est éluée avec

un ligand compétiteur, I’imidazole.

N C CH, o

CH—CH: = gl : s

\:— I—@H r/ I:._ fﬁ
NH R S CH, _CH i G

\ N o 7

C s 5

:—l—-:l—ﬁ—{/_,..-- o o || /5

| B r\/ 0 ?

NH

Figure 24. Interaction entre les billes Ni-NTA agarose et les résidus histidines d’une protéine
étiquetée par un His-tag d’aprés la société Qiagen.

En raison d’un degré de pureté insuffisant, une purification ultérieure par chromatograhie
échangeuse d’ions est nécessaire. La protéine a été dialysée contre un tampon 20 mM TRIS
HCI, pH 8.5 et 20 mM NacCl, puis concentrée et déposée sur la colonne mono Q® HR 16/10
¢changeuse d’anions. Lorsqu’on purifie une protéine, le pH et la concentration saline de la
solution tampon dans laquelle la protéine est dissoute sont choisis de sorte que la protéine désirée
soit fortement liée a 1’échangeur d’ions choisi. Son point isoélectrique étant de 5.59, la protéine
a une charge nette négative a pH 8.5. Un petit volume de la solution protéique non purifiée est

déposé en haut de la colonne puis est éluée avec un gradient de NaCl 1 M de 0 a 100%.
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Classiquement, la concentration en sel variée de fagon continue lors de 1’élution afin de libérer
les unes apres les autres les différentes protéines liées a la résine. En effet, différentes protéines
peuvent se lier a la résine échangeuse d’ions mais avec des affinités différentes de telle facon que
les protéines ayant une affinité relativement faible migrent plus rapidement dans la colonne que
celles qui se lient & la colonne avec des affinités supéricures. L’élution par gradient permet une
meilleure séparation des protéines qu’une élution par une seule solution ou par paliers. La
protéine d’intérét est éluée quand la concentration en NaCl atteint une valeur de 150 mM. La
protéine est alors dans un tampon final contenant du NaCl a une concentration de 150 mM et du
tampon TRIS 20 mM a pH 8.5.

3.5. ldentification de CaPMI
La protéine a été identifiée par électrophorese sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE = sodium

dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis). 11 s’agit d’une électrophorése
monodimensionelle en conditions dénaturantes dans laquelle la migration des protéines ne
dépend que de leur masse. Les protéines sont préalablement chauffées en présence du détergent
SDS et du B-mercaptoéthanol, ce qui permet la dissociation et la dénaturation des sous-unités des
oligomeres. Toutes les protéines qui ont subi ce traitement se retrouvent sous forme de
monomeres solvatés par le SDS et sont donc chargés négativement. Les protéines, ainsi traitées,
possedent globalement toutes la méme charge et se séparent alors en fonction de la masse
moléculaire du monomere. Les protéines migrent sous 1’influence d’un champ électrique, les
plus petites sont moins freinées et migrent donc plus vite. Les protéines sont par la suite colorées
au bleu de Coomassie. Le gel révéle la présence d’une protéine de poids moléculaire autour de
50 kDa correspondant bien a la phosphomannose isomérase de Candida albicans (Figure 25).

D’apres le gel, la protéine est pure : aucune purification ultérieure n’est donc réalisee.
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Figure 25. Photo du gel d’électrophorése de CaPMI a 'issue de la chromatographie d’échange d’ions.

La protéine a été transférée par la suite sur une feuille de nitrocellulose (étape appelée empreinte
ou blotting en anglais), puis mise en contact avec un anticorps de souris dirigé contre 1’His-tag.
La localisation de I’anticorps lié est réalisée par chimioluminescence grace a un autre anticorps
de souris couplé a une enzyme (peroxydase de raifort ou HRP) qui catalyse une réaction
lumineuse et noircit le film. L’observation de cette bande noire confirme bien la présence de

CaPMlI étiquetée par un His-tag (Figure 26).

PM I S C CaPMI
G
&
-
=
2 KDa R
6 a 4—> & -
46 KDa —|—>
-

Figure 26. Image du western blot obtenu pour CaPMI. PM : marqueur de poids moléculaire, | : induit, S :
surnageant, C : culot
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Des analyses supplémentaires ont été realisées par spectrométrie de masse Maldi-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption lonisation — Time of Flight) et MALS (Multi Angle Light Scattering
ou diffusion muti-angulaire de la lumiére).

Dans la premiere, la protéine a été digérée par la trypsine puis analysée directement par
spectrométrie de masse de type MALDI. Les masses theéoriques des 18 fragments peptidiques
issus de la digestion par la trypsine ont été recherchées dans le spectre de masse du produit de la
digestion (Figure 27). On retrouve la masse attendue pour les 18 fragments. De plus, un taux de
recouvrement de 39% entre la protéine et les 18 séquences peptidiques est obtenu. Ces résultats

confirment bien la présence de notre protéine (Figure 28).

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calc) ppm M Peptide
23 - 34 1531.6779 1530.6706 1530.6562 9.45 0 R.IQCGYQNYDWGK.I
75 — 84 1157.6414 1156.6341 1156.6200 12.2 0 K.AIDLNNQTLR.D
85 — 102 2005.0991 2004.0918 2004.0779 6.95 1 R.DLVTAKPQEYLGESIITK.F
108 — 114 893.5128 892.5055 892.5058 -0.39 0 K.ELPFLFK.V
121 - 131 1235.7219 1234.7146 1234.7034 9.13 1 K.VLSIQAHPDKK.L
200 - 213 1513.7424 1512.7351 1512.7168 12.1 0 K.LPAEVGSQDDVNNR.K
200 - 214 1641.8416 1640.8343 1640.8118 13.7 1 K.LPAEVGSQDDVNNRK.L
242 - 250 1119.5929 1118.5856 1118.5720 12.2 1 R.TDREPQVFK.D
251 — 262 1454.8152 1453.8079 1453.7889 13.1 1 K.DIDSRLPELIQR.L
256 — 262 868.5281 867.5209 B867.5178 3.56 0 R.LPELIQR.L
297 - 318 2433.1274 2432.1201 2432.1100 4.15 0 K.DPHAYISGDIIECMAASDNVVR.A
345 — 354 1273.6802 1272.6729 1272.6649 6.34 1 K.QKMPLQEFFR. S
345 — 354 1289.6808 1288.6735 1288.6598 10.7 1 K.QKMPLQEFPR.S + Oxidation (M)
347 - 354 1017.5272 1016.5199 1016.5113 8.46 0 K.MPLQEFFR.S
347 - 354 1033.5226 1032.5153 1032.5062 8.80 0 K.MPLOEFPR.S + Oxidation (M)
362 — 381 2282.2029 2281.1956 2281.1882 3.25 0 K.SVLYDPPIREFSVLQTIFDK.S
417 — 450 3784.7698 3783.7625 3783.7904 -7.38 1 K.QKIDTGYVFFVAPGSSIELTADSANQDQDFTTYR.A
419 — 450 3528.6328 3527.6255 3527.6369 -3.23 0 K.IDIGYVFFVAPGSSELTADSANQDODFTTYR.A

Figure 27. Les différents fragments peptidiques théoriques issus de la digestion de CaPMI par la trypsine.

Figure 28. Recouvrement de la séquence de CaPMI avec les séquences peptidiques (en rouge) obtenues par
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digestion avec la trypsine : un taux de recouvrement de 39% est obtenu.
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La diffusion multi-angulaire de la lumiére (MALS) consiste quant a elle a envoyer un faisceau
laser dans une solution contenant une suspension des macromolécules. L’intensité de la lumiére
dispersée par une molécule est directement proportionnelle a sa masse molaire. Cependant, une
fois que les monomeres forment un dimére, les deux monomeres se déplacent ensemble. La
lumiere diffusée du dimere est deux fois plus intense que la lumiére totale dispersée a partir de
deux monomeres indépendants. Tout simplement, en doublant la masse molaire pour une méme
concentration, l'intensité de la lumiere diffusée double. La diffusion de la lumiére représente
donc une technique puissante pour determiner la masse molaire des macromolécules en solution
et pour surveiller la présence d’agrégats protéiques (dimere, trimere...). Dans notre cas, le
MALS montre bien une protéine monomérique avec une taille moyenne de 57.870 kDa (Figure
29).
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= | 5.500=
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Figure 29. Courbe obtenue pour CaPMI avec la méthode de diffusion de lumiere multiangulaire MALS : la protéine
est monomérique de 57.870 kDa.

4. Surexpression de hPGl

Le méme systéme d’expression BL21(DE3)/pRSET-C a été utilisé. Ce travail a été réalisé selon

le protocole de surexpression de hPGI décrit par Read et al..”

4.1. Purification de hPGI
La présence d’une queue polyhistidine en C-terminal a permis la purification de hPGI par

chromatographie d’affinité sur résine de nickel (Ni**). La purification a été complétée par une

chromatographie d’exclusion de taille en utilisant une colonne Superdex S200 (16/60). Dans la
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chromatographie d’exclusion appelée également chromatographie par filtration sur gel ou par
tamisage moléculaire, les molécules sont seéparées selon leur taille et leur forme. Ici, la phase
stationnaire est constituée par des billes d’agarose (une substance hydratée spongiforme) dont les
pores correspondent a une zone relativement étroite de dimensions moléculaires. Ces billes
fonctionnent en quelque sorte comme un tamis moléculaire : les molécules trop grandes ne
pouvant pas traverser les pores pour entrer dans les billes traversent la colonne rapidement alors
que les plus petites piégées dans les pores nécessitent un volume de solvant plus grand pour étre
éluées. La figure 30 montre le profil d’élution (absorbance en fonction du volume de rétention)
de la chromatographie par filtration sur gel de hPGI : un épaulement a la base du pic montre que
la protéine a tendance a former des agrégats, ce qui est en accord avec sa structure dimérique. Le
tampon final dans lequel la protéine se trouve est constituée par 20 mM TRIS pH 7.5, 50 mM
NaCl et 10% de glycérol.
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Absorbance (mAU)

200

1AT1A3 1AB 1A8 1A12 1B9 1B6 1B3 1C1 1C4 1C71C10 1D111D8 105 1D2 1E2 1E5 1EB1E111F11 1FB 1F5 1F2 1G2 1G5 1G81G11 1H10
0 20 40 60 80 100 120 ml

Volume de rétention (mL)

Figure 30. Profil d’élution de la chromatographie par filtration sur gel de hPGI.
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4.2. ldentification de hPGI
A TD’issue de la chromatographiec par filtration sur gel, la protéine a été caractérisée par

électrophorese sur gel de polyacrylamide qui met en évidence une protéine pure ayant un poids
moléculaire compris entre 50 et 75 kDa (Figure 31), ce qui correspond bien au poids moléculaire
attendu qui est de 64.94 kDa.
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Figure 31. Photo du gel d’électrophorése de hPGI a l'issue de la chromatographie par filtration sur gel.

L’analyse par diffusion mutli-angulaire de la lumiere (MALS) montre une protéine de masse
moléculaire égale a 130 kDa, ce qui est tout a fait en accord avec la structure dimérique de la
phosphoglucose isomérase humaine (Figure 32).
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Figure 32. Courbe obtenue pour hPGI avec la méthode MALS.
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En conclusion, les deux protéines ont été surexprimées avec un haut degré de pureté et un trés
bon rendement : 1) 29 mg de CaPMI pour 250 mL de culture et 2) 100 mg de hPGI pour 1 L de
culture. Ces deux protéines vont ainsi permettre, d une part, de réaliser les évaluations cinétiques
de nos inhibiteurs potentiels, et d’autre part, de mener les études structurales par diffraction des

rayons X de complexes enzyme-inhibiteur.
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CHAPITRE 111

EVALUATIONS ENZYMATIQUES DE NOUVEAUX
INHIBITEURS DE LA PHOSPHOMANNOSE ISOMERASE DE
CANDIDA ALBICANS ET DE LA PHOSPHOGLUCOSE
ISOMERASE HUMAINE
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1. Introduction

L'enzymologie est la partie de la biochimie qui étudie les propriétés structurales et fonctionnelles
des enzymes. En fait, toutes les réactions qui concourent aux performances et au développement
des étres vivants sont déclenchées et régulées par un (ou une) enzyme.

Véritables catalyseurs du monde vivant, les enzymes permettent de faire évoluer plus
rapidement une réaction chimique donnée. La connaissance approfondie des enzymes a des
repercussions aussi bien pour la communauté scientifique que pour la société en général. Elle
conduit par exemple & la compréhension de nombreuses maladies associées a des activités
enzymatiques abberantes. Une part importante de la recherche pharmaceutique est consacrée a la
découverte d’inhibiteurs spécifiques de ces activités dans le but de stopper ou de ralentir la
progression de ces maladies. En effet, la plupart des médicaments communément utilisés
agissent comme des inhibiteurs spécifiques d’enzymes impliquées dans le processus
pathologique concerné (Tableau 6). Dans notre cas, on s’intéresse a la PMI de Candida albicans
dans le but de concevoir des anti-fongiques et a la PGI humaine comme une cible potentielle

pour la découverte d’agents antimétastatiques.

Tableau 6. Exemples de médicaments agissant comme inhibiteurs d'enzymes.

Maladie Enzyme cible Médicament

Hypertension Enzyme de conversion de Captopril, Enalapril...

I’angiotensine

Infections fongiques Lanostérol 14a-déméthylase Fluconazole, Itraconazole..
Inflammation Cyclooxygénase Ibuproféne, Kétoproféne...
hypercholestérolémie HMG C,A réductase Atorvastatine, Lovastatine...
Godte Xantine oxydase Allopurinol
Cancer Dihydrofolate réductase Méthotrexate
SIDA Protéase du VIH Ritonavir
SIDA Transcriptase inverse Zidovudine
Infections @ HSV (Herpes AND polymérase Aciclovir

simplex virus)

Glaucome Anhydrase carbonique Acétazolamide
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Le paragraphe suivant présente les tests enzymatiques que nous avons utilisés pour mesurer
I’activité enzymatique de CaPMI et de hPGI en présence ou non des inhibiteurs synthétisés au

cours de cette étude.

2. Mesure des activités enzymatiques

2.1. Test enzymatique couplé PGI/G6PDH pour la mesure de Pactivité
de la PGI

L’activité enzymatique d’une PGI est généralement mesurée dans le sens FOP vers G6P.'*

L’isomérisation du F6P en G6P peut étre suivie par spectrophotométrie en couplant a cette
premiere réaction une deuxieme réaction catalysee par la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PDH). La méthode repose sur 1’oxydation du G6P issue de 1’isomérisation du F6P en 6-
phosphogluconolactone (6PGL) par la G6PDH. Cette derniere réaction utilise un cofacteur, le
NADP”, et s’accompagne de la formation de NADPH donnant un signal spectrophotométrique
mesurable a 340 nm (avec un coefficient d’extinction molaire € = 6220 M™ cm™). La G6PDH
étant en large exces par rapport a la PGI, la mesure de 1’absorbance a 340 nm en fonction du
temps donne acces a la vitesse initiale (Vo) de la réaction d’isomérisation catalysée par la PGI :
la vitesse d’absorption du NADPH (V- N"PPH) est égale & la vitesse initiale (Vo) de la réaction

catalysée par la PGI.

1 A=340nm: e=6220 M1 cm?

app. NADPH =
V/ 2. NADPH = \/g

ecd

OPO;* OPO;* P03

o OH Ve PGI ™~ o \ G6PDH i‘

HO [=——=) HO
OH HO HO
\0006U/ HO 'OH 0.6U

OH

F6P G6P 6PGL

Schéma 36. Principe du test enzymatique PGI/G6PDH pour la mesure de [’activité PGI ; ecd : étape cinétiquement
déterminante
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2.2. Test enzymatique couplé PMI/PGI /G6PDH pour la mesure de
Pactivité de CaPMI
L’activité enzymatique d’une PMI est généralement mesurée dans le sens M6P vers F6P.'®

L’isomérisation du M6P en F6P est couplée a la fois a la réaction catalysée par la PGl et a celle
catalysée par la G6PDH. La méthode repose sur les isomérisations successives du M6P en F6P,
catalysée par la PMI, du F6P en G6P, catalysée par la PGI, et sur I’oxydation de ce dernier en
6PGL par la G6PDH. Les enzymes de couplage sont introduites en large exces par rapport a la
PMI de telle fagon que la vitesse de conversion du NADP" en NADPH soi égale a celle de la
réaction catalysée par la PMI.

A =340 nm : £ = 6220 ML cm! \ -

app. NADPH —
\/ P =V,

NADP* | NADPH + H+|

OPO,% P ~ OPO,% OPO,% G6PDH OPO,%
HO PMI
é& w e, —= HO&&
HO HO HO
OH 0.006 U / 0.6U o

HO

G6P 6PGL

Schéma 37. Principe du test enzymatique PMI/PGI/G6PDH pour la mesure de [’activite PMI ; ecd : étape
cinétiquement déterminante.

Ce type de test couplé pose le probléme de I’inhibition des enzymes de couplage par les
molécules étudiées, notamment dans le cas de la PMI qui met en jeu le méme intermédiaire de
haute énergie que celui de la réaction catalysée par la PGI. Il a cependant été démontré dans
notre laboratoire que ’ajout d’un large excés d’enzymes de couplage suffit pour s’affranchir de
ce probléme dans le cas du 5SPAH qui est un inhibiteur fort de la PGI et de la PMI.*** Toutefois,
et afin d’éliminer toute ambiguité, des contr6les pour chaque inhibiteur ont été réalisés. Les
controles permettent de vérifier qu’une augmentation de I’activité totale des enzymes de
couplage n’a aucun effet sur la vitesse de la réaction concernée. De méme, a activité totale
constante des enzymes de couplage, la vitesse observée doit étre proportionnelle a

I’augmentation de 1’activité totale de I’enzyme en question.
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3. Résultats de D’évaluation des inhibiteurs potentiels vis-a-vis de

CaPMI et de hPGI

Dans le cadre de la conception de nouveaux inhibiteurs compétitifs et spécifiques de la réaction

d’isomérisation réversible du F6P en M6P catalysée par la phosphomannose isomérase de
Candida albicans et de celle du F6P en G6P catalysée par la phosphoglucose isomérase
humaine, toutes les molécules synthétisées et caractérisées (1’ a 12) ont été évaluées initialement
sur la PGI du muscle de lapin (RmPGI) et la PMI d’Escherichia coli (EcCPMI) commerciales, et
ce, a titre de comparaison avec les propriétés inhibitrices d’autres inhibiteurs de ces deux
enzymes dont les valeurs sont rapportées dans la littérature. Ces deux protéines possedent un
haut degré de similitude avec I’AMF/PGI humaine (92%) et CaPMI respectivement (cf.
introduction 3.3.1.). Les molécules 1’ a 12 ont ensuite été évaluées sur les enzymes cibles
surexprimées et purifiées au laboratoire.

Les propriétés inhibitrices de tous les composés synthétisés ont été évaluées dans du tampon
HEPES 50 mM, pH 7.1 et a une température de 25 °C.

3.1. Evaluations du 5PAH et du 5PAA*®?

Dans un premier temps, nous avons procédé a des mesures des IC50 et des K; du 5PAH,
160-162

I’inhibiteur de référence, sur la PMI de candida albicans et sur la PGl humaine, ces valeurs

n’étant pas rapportées dans la littérature. De méme, les mesures de I’IC50 et du K; du 5PAA,

meilleur inhibiteur sélectif de la PGl humaine,¢°*¢

ont également été réalisées. Ces valeurs
nous servent de référence afin d’estimer le pouvoir inhibiteur des nouvelles molécules rapportées
dans cette étude.

Les valeurs des K; et IC50 obtenues pour le 5PAH sur la PGI et la CaPMI sont trés proches de
celles rapportées dans la littérature pour la PMI d’E.coli et la PGI de levure respectivement
(Tableau 7). En toute logique, Le 5PAH se révele étre le plus puissant inhibiteur compétitif de la
PMI de Candida albicans (Graphe 1), mais également de la PGl humaine. Ces résultats
confirment que le 5PAH est un excellent analogue de I’THE de type 1,2-cis-eénediolate partagé
par les deux enzymes. Un comportement similaire du 5PAH et du 5PAA vis-a-vis des PGI du
muscle de lapin et humaine est remarqué, traduisant ainsi le fort degré de similitude (92%)

existant entre ces deux PGI.
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Tableau 7. Résultats d’inhibition obtenus avec le 5PAH et le 5PAA sur la PMI de Candida albicans, la PGl humaine
et la PGI du muscle de lapin.

Parameétres RmPGI hPGI ScPGI? CaPMI EcPMI®
K (LM) 60 + 20 50 + 10 (Lit*: 130 (Lit’:
(Lit.: 100 + 9) (Lt : 37) 69£6)  (Litci200) 330%30)
5PAH  1C50 (M) 0.888 + 0.006 0.796 + 0.006 - 0.204 + 0.006 -
Ki (M) 0.21 +0.06 0.19 +0.06 0.23+002  0.11+0.05 0.08+0.01
Kn/Ki 276 263 303 1181 4100

5PAA  IC50 (uM)  0.450 +0.005 0.456 + 0.002 - - ;
Ki (UM) 0.39 +0.08 0.15+0.08 21+04 - -

Kon/K; 148 333 33 - -

Conditions : tampon HEPES 50 mM, pH 7.1, 25 °C. 2 Tampon TRIS 50 mM, pH 8, 30 °C.'** ® Tampon HEPES 20
mM, pH 7.5, 30 °C. *° ¢ Tampon HEPES 50 mM, pH 8, 37 °C.***  Tampon HEPES 50 mM, pH 7.7, 25 °C.%

Ki=0.11+ 0.05 pM —t&— [5PAH] =0pM

500 | B [5PAH] =0.1 M

6000 - 400 | —— [5PAH] =0.5 pM
. —o— [5PAH] =1pMm

pente (min)
w
(=)
o
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1/V0 (min/mM)
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. 4

-0.5 &5 LS iS iS ;5 53 65 73 83 93
1/[M6P] (mM)
Graphe 1. Détermination graphique du K; de 5PAH vs CaPMI selon Lineweaver-Burk. Le graphe en insert

représente la pente de chaque droite du graphe primaire en fonction de la concentration en inhibiteur, I’abscisse a
I’origine donnant la valeur de K;.
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On observe cependant un écart pour la valeur déterminée pour le 5PAA sur la PGl humaine en
comparaison avec celle décrite dans la littérature sur la PGI de levure. La valeur du K; passe de
2.1 yM a pH 8 (ScPGI) a 0.15 pM a pH 7 (hPGI), mettant en évidence que I’inhibition
engendrée par ce composé est probablement dépendante du pH et serait due a une meilleure
stabilisation électrostatique du 5PAA au sein du site actif de hPGI a pH 7 comme cela a été déja

décrit par chirgwin et al.*®®

qui avaient proposé I’implication d’un résidu arginine dans cette
stabilisation. Le 5PAA est un excellent inhibiteur compétitif de la PGI humaine avec un rapport

de Kn/K;i de 333, du méme ordre de grandeur que celui engendré par le 5PAH (K/K; = 263).

3.2. Evaluation des composés a fonction mercapto (1° - 2)

/_\ /_\ HN AS
(o)
HO

OH

OH
OPO 2 OPO z OPO;*

S5PACystine SPAMCystéamine
1 2

Les résultats obtenus avec les composés 5PACystine (1) et 5SPAMCystéamine (2) sont

présentés dans le tableau 8.

Tableau 8. Résultats d’inhibition obtenus sur la PMI et la PGI avec les composés 5PACystine (1°) et
5PAMCystéamine (2).

Inhibiteur Parametres CaPMI EcPMI RmPGI
5PAH IC50 (uM)  0.204 +0.006 0.16* 0.888 + 0.006
Ki (LM) 0.11+0.05 0.08 (Lit.**) 0.21+0.06
Ko/K; 1181 3952 276
5PACystine (1°) IC50 (nM) 580 + 50 430 + 20 76+05
5PAMCystéamine (2) 1C50 690 + 30 1050 + 50 30+2

*Valeur calculée (IC50 = 2 Kj).
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Dans le cas de la PMI, les résultats sont comparables : le 5PACystine (1°) est un mauvais
inhibiteur de la PMI de C. albicans et de la PMI de E. coli avec des IC50 du méme ordre de
grandeur : une perte d’affinité d’un facteur d’environ 3000 par rapport au 5PAH est observé sur
la PMI de C. albicans. Le composé sous forme dimérique occupe une place deux fois plus
importante que le substrat naturel de I’enzyme (M6P ou F6P) dans le site actif, ce qui explique la
mauvaise inhibition des deux PMI. A I’inverse, et de maniére trés surprenante, ce composé s’est
révélé étre un bon inhibiteur de la phosphoglucose isomérase de muscle de lapin avec une IC50
de 7.6 UM (Graphe 2 et Tableau 8). 1l reste moins puissant que le 5SPAH mais avec seulement un
facteur défavorable de 8 par comparaison des IC50 alors méme que le 5SPACystine (1°) n’est pas
un analogue de 1‘'IHE, mais au mieux un analogue de substrat (ou d’une partie de celui-ci). Dans
le cas d’une inhibition compétitive comme le suggére la régression non-linéaire du graphe 2, on
peut imaginer qu’une partie correspondant a la taille d’un monomére puisse s’insérer a I’intérieur
du site actif de la PGI, ce qui n’est pas le cas de la PMI Il est possible que 1’autre partie de
I’inhibiteur interagisse favorablement avec les résidus de la PGI extérieurs au site actif, ce qui

reste a démontrer.

100 W
50 | IC50 = 7.6 £ 0.5 M
20 W
70 —\
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e fOm HN S-S  NH
Z 50 \. o} 0
S 5 HO HO
OH OH
7\ OH OH
20 \.\ OPO;* OPO,*
10 - [ —
0 T T T T T !
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[5PACystine] (puM)

Graphe 2. Détermination graphique de [’IC50 du 5PACystine (17) sur RmPGI. Conditions : [F6P] = 100 uM,
tampon HEPES 50 mM, 25 °C. La ligne continue correspond a une régression non-linéaire définie pour une
inhibition compétitive (voir partie expérimentale).
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Des observations proches peuvent étre faites pour le dérivée 5SPAMCystéamine (2) qui lui aussi
montre une trés mauvaise inhibition de la PMI avec une IC50 de I’ordre de 1 mM sur la PMI de
E. coli et de 690 uM sur la PMI de C. albicans. L’ajout d’une chaine sur I’azote de la fonction
amide conduit a une perte d’inhibition importante. La fonction mercapto est peut étre mal
positionnée pour coordiner correctement le zinc d’ou une perte d’affinité d’un facteur d’environ
3000 par rapport au 5SPAH pour ce composé sur la PMI de C. albicans. Ce n’est pas le cas par
contre avec la PGI : I’ajout d’une chaine longue au niveau de la partie téte n’entraine une perte
d’inhibition que d’un facteur 33 par rapport au 5PAH. Le 5PAMCystéamine (2) se révéle étre un
inhibiteur moyen de la PGI avec une IC50 de I’ordre de 30 uM (Graphe 3 et Tableau 8), tout en

restant moins puissant que le dérivé disulfure.
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Graphe 3. Détermination graphique de I’IC50 du 5PACystéamine (2) sur RmPGI. Conditions : [F6P] = 100 uM,
tampon HEPES 50 mM, 25 °C. La ligne continue correspond a une régression non-linéaire définie pour une
inhibition compétitive (voir partie expérimentale).
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Le dérivé 5PAMCystéamine (2) est 4 fois moins bon inhibiteur que le composé disulfure
5PACystine (1?) vis-a-vis de RmPGI. Il apparait difficile de donner une explication rationnelle a
ce résultat. Si on admet qu’une partie de I’inhibiteur SPACystine (17) s’insére dans le site actif
(inhibition compétitive), la chaine restante pourrait induire des interactions plus favorables avec

la protéine que dans le cas de 5PACystéamine (2).

3.3. Dérivés a groupement imidazole (3-6)

NH
HN" J HN" J HN N HN/\/\N/X
0 N/ 0N/ o o sy
HO HO HO HO
OH OH OH OH
OH OH OH OH
OPO,* OPO,% OPO,* OPO,%
5PAIm 5PAMIm 5PAHis 5PAPIm
3 4 5 6

Schéma 38. Structure des dérivés a groupement imidazole.

Les composés de type imidazole (3-6, Schéma 38) ont été congus pour inhiber spécifiqguement la
PMI par coordination du zinc contenu dans le site actif par le groupement imidazole. En effet,
toutes les métalloprotéines a zinc utilisent des groupements spécifiques afin de complexer le

métal : I’histidine par son groupement imidazole est le plus connu parmi ces ligands (Figure
33).192

Zn2+

VR

.N
702 NG Zn”----Nigé-’—/

Figure 33. Interaction Zn ?* - imidazole.'*
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Cette série de dérivés imidazole (3-6) permet également d’étudier I’influence de la longueur de la
chaine carbonée entre 1’azote de I’amide et le groupement imidazole, ainsi que 1’effet de la
présence d’un groupe méthyle sur 1’azote de 1’imidazole, sur les propriétés inhibitrices des

composés Vvis-a-vis des deux types d’enzyme.

Cependant, des résultats inattendus ont été obtenus aprés évaluation sur la PGI et la PMI
(Tableau 9).

Le 5PAIm (3) et le 5PAPIm (6) sont tous les deux de trés mauvais inhibiteurs de la PMI de C.
albicans avec des IC50 de 1’ordre du mM. Ces deux dérives inhibent un peu mieux la PMI de E.
coli avec des IC50 respectives de 470 et 520 uM mais restent cependant de mauvais inhibiteurs.
Les valeurs d’IC50 observées pour ces deux composés sont trés proches montrant ainsi que la
longueur de la chaine entre 1’azote de I’amide et 1’imidazole n’a pas d’influence sur leurs
propriétés inhibitrices. Ce n’est pourtant pas le cas avec le dérivé histamine « 5SPAHis » (5). Ce
dernier est un mauvais inhibiteur de la PMI de C. albicans avec une 1C50 de 410 uM, mais il est
cependant meilleur que le 5PAIm (IC50 = 960 uM). Le fait d’allonger la chaine carbonée d’un
carbone dans ce cas entraine une augmentation de 1’affinité d’un facteur 2 a la fois sur CaPMI et
EcPMI. Cependant, les propriétés inhibitrices de ces deux composeés (5 et 6) étant tres médiocres,
il est difficile de tirer une conclusion quant au réle de la longueur de la chaine carbonée greffée

sur ’azote de I’amide.

Tableau 9. Résultats d’inhibition obtenus sur la PGI et la PMI avec les dérivés a groupement imidazole.

Inhibiteur Parametres RmPGI hPGI EcPMI CaPMI
5PAH IC50 (uM)  0.888+0.006  0.796 + 0.006 - 0.204 + 0.006
Ki (LM) 0.21+0.06 0.19+0.06  0.084 (Lit**)  0.11+0.05
Ko/K 276 263 3952 1181
5PAIm (3) 1C50 (uM) 11.0+0.3 - 470 + 20 960 + 70
5PAMIm (4)  1C50 (uM) 3.95+0.05 3.1+0.08 200 + 10 170+5
5PAHis (5) 1C50 (uM) 52+0.2 4.93+0.08 175+ 10 410 £ 30
5PAPIm (6) 1C50 (uM) 15+0.7 - 520 + 30 1070 + 70
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Le SPAMIm (4) est quant a lui un peu meilleur inhibiteur que son analogue non methylé 5PAIm
(3) avec une IC50 de I’ordre de 170 uM sur la PMI de C. albicans. Il reste cependant un mauvais
inhibiteur de I’enzyme avec une affinité en deca de celle du substrat naturel (K, M6P = 130 uM).
La présence d’un groupe méthyle sur I’azote de I’imidazole entraine ainsi, par comparaison des
IC50, une augmentation de 1’affinité pour CaPMI d’un facteur 5. Le groupement méthyle accroit
le pouvoir coordinant de 1’azote de I’imidazole. A nouveau, il reste difficile de juger du réle du
groupe méthyle car dans les deux cas, les propriétés inhibitrices sont médiocres. Les propriétés
inhibitrices des dérivés 3 a 6 sont trés decevantes et montrent que le site actif des PMI ne tolére
pas une augmentation de I’encombrement stérique de la partie téte des inhibiteurs, et ce, méme

en utilisant un bon ligand du zinc comme le groupe imidazole.
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Graphe 4. Détermination graphique de /’IC50 du 5PAMIm (4) sur hPGI. Conditions : [F6P] = 100 uM, tampon
HEPES 50 mM, 25 °C. La ligne continue correspond a une régression non-linéaire définie pour une inhibition
compétitive (voir partie expérimentale).

Dans le cas des PGI, des résultats intéressants ont été obtenus. L’évaluation des dérivés 3-6 sur la
PGI humaine et celle du muscle de lapin (RmPGI) donne des valeurs d’IC50 comparables
(Tableau 9). De facon surprenante, tous les composes de cette série sont de biens meilleurs des
PGI que des PMI. Le 5PAMIm (4) est le meilleur inhibiteur dans cette série avec une 1C50 de
3.95 et 3.1 uM sur la PGI du muscle de lapin et la PGI humaine (graphe 4), respectivement. Il
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reste toutefois moins bon que le SPAH d’un facteur défavorable de 4 par comparaison des IC50.
Tout comme pour la PMI, I’ajout d’un groupe méthyle sur I’imidazole semble également
augmenter 1’affinité de I’inhibiteur pour la PGI puisqu’on observe un gain d’affinité d’un facteur
3 entre les composés 3 et 4. Ce gain est difficile a rationaliser en absence des structures 3D

correspondants.
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Graphe 5 : Détermination graphique de I'IC50 du 5PAHis (6) sur RmPGI. Conditions : [F6P] = 100 uM, tampon
HEPES 50 mM, 25 °C. La ligne continue correspond a une régression non-linéaire définie pour une inhibition
compétitive (voir partie expérimentale).

De méme, comme dans le cas de la PMI, I’effet de la longueur de la chaine carbonée séparant
I’azote de 1’amide et I’imidazole sur les propriétés inhibitrices de ces composés est difficilement
rationalisable : le 5SPAHis (5) avec un carbone en plus par rapport au 5PAIm (4) montre une
augmentation de 1’affinité d’un facteur 2 avec une IC50 de 5.2 uM (Graphe 5 et Tableau 9),
tandis que le 5SPAPIm (6) avec deux carbones en plus engendre une inhibition moindre avec une

IC50 de I’ordre de 15 uM. A noter cependant que le branchement du groupe imidazole sur le
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reste de la molécule est différent pour les 3 molécules 3, 5 et 6, ce qui peut également influencer
les propriétés inhibitrices des 3 composes.

En conclusion, les 4 composés de la série imidazole peuvent étre classés comme suit par ordre
décroissant d’inhibition de RmPGI : 5PAMIm (4) (1 carbone + 1 méthyle sur ’azote) > 5PAHis
(5) (2 carbones) > 5PAIm (3) (1 carbone) > 5PAPIm (6) (3 carbones) avec des IC50 trés proches
entre 5SPAMIm (4) et 5PAHis (5) d’un c6té et entre SPAIM (3) et 5SPAPIm (6) de I’autre.

3.4. Dérivés furane, thiophéene, pyridine et sulfone (7-10)
Les résultats obtenus avec les dérivés furane 5PAF (8), thiophéne 5PAT (9), pyridine 5PAPy (7)

et sulfone 5PASulfone (10) sont rapportés dans le tableau 10.

e S SO,
HN/_(OE HN s | HN N / HN 7N
o) o) o)

o]
HO HO HO HO
OH OH OH OH
OH OH OH OH
OPO;* OPO;* OPO;* OPO;*
5PAF SPAT SPAPy 5PASulfone
8 9 7 10

Tableau 10. Résultats d’inhibition obtenus sur la PGI et la PMI avec les dérivés furane (5PAF, 8) et thiophéne
(5PAT, 9).

Inhibiteur Parametres RmPGI hPGI EcPMI CaPMI
IC50 (uM) 0.888 +0.006  0.796 + 0.006 - 0.204 + 0.006
5PAH Ki (LM) 0.21 +0.06 0.19+0.06  0.084 (Lit.*)  0.11+0.05
Ko/Ki 276 263 3952 1181
5PAF (8) G50 (M) 2003 Lox02 410 + 30 490 + 50
Ki (uM) 3.2+06 1.5+0.2
5PAT (9) IC50 (uM) 13.9+0.4 - 1600 + 200 2300 + 100
5PAPy (7) IC50 (uM) 54+0.3 29+03 280 + 10 273+ 7
5PASulfone (10)  1C50 (uM) 132+0.3 - 410+ 30 470 + 40
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Comme pour les dérivés de type imidazole précédents, 1’évaluation cinétique montre & nouveau
que les composés 5PAF (8), S5PAT (9), 5PAPy (7) et 5PASulfone (10) sont de bons inhibiteurs
des PGI et de mauvais inhibiteurs des PMI.

Le dérivé thiophene 5PAT (9) est un tres mauvais inhibiteur des PMI avec des IC50 de 1’ordre
du mM: 1.6 et 2.3 mM sur la PMI de E. coli et la PMI de C. albicans, respectivement. Son
analogue furane 5PAF (8) est un peu meilleur avec des valeurs d’IC50 du méme ordre de
grandeur sur les deux PMI : 490 uM sur la PMI bactérienne et 410 uM sur la PMI fongique. Le
5PAT (9) reste cependant un mauvais inhibiteur des PMls. Le 5SPASulfone (10) se comporte de
facon tres similaire au 5PAF (8) avec la méme valeur d’1C50 vs la PMI de E. coli (410 uM) et
une IC50 trés proche dans le cas de la PMI de C. albicans (470 uM). Le dérivé 5PAPy (7) est
quant & lui le meilleur inhibiteur des PMI dans cette série avec des IC50 de 273 et de 280 UM sur
la PMI bactérienne et la PMI fongique, respectivement. Il reste cependant un mauvais inhibiteur
de ’enzyme avec un comportement similaire & son substrat (K, = 130 uM pour la PMI de C.
albicans). Ces deérivés s’ajoutent ainsi a la liste des analogues soufrés et des dérives imidazolés
qui eux aussi sont de mauvais inhibiteurs des PMI. Ces résultats confirment que la PMI est tres
exigeante et ne semble accepter que des analogues de I’THE ayant a la fois la méme taille que le
substrat et mimant bien la fonction 1,2-cis-énediolate aussi bien du point de vue coplanéité

qu’électrostatique.

Contrairement a la PMI, le 5PAF (8) se révele étre un trés bon inhibiteur de la PGI avec des K;
de 2.6 (Kn/Kj=22) etde 1.5 uM (Kn/K; = 33) sur la PGI du muscle de lapin et la PGI humaine,
respectivement. La représentation graphique de Lineweaver-Burk sur la PGl humaine (graphe 6),
montre que les droites ont tendance a se rencontrer en arriére de 1’axe des ordonnées, ce qui est
caractéristique d’une inhibition dite « non compétitive mixte » dans laquelle une partie de
I’inhibition observée implique I’enzyme libre E (K;) et 1’autre partie implique le complexe
enzyme-substrat ES (K;’). La constante d’inhibition K; est de 1.5 uM : elle est égale a la valeur
d’IC50, ce qui est tout a fait en accord avec ce type d’inhibition pour laquelle IC50 = K; en se
placant a une concentration en substrat égale au K. La constante K;’ est estimée a 5.04 uM,
correspond & la fixation de I’inhibiteur sur un autre site que le site actif de ’enzyme. Cette
fixation induirait peut-étre un changement de conformation de I’enzyme réduisant ainsi son

activité PGI.
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Le 5PAF (8) est meilleur inhibiteur que son analogue thiophene 5PAT (9) dont I’IC50 est de
13.9 uM sur la PGI du muscle de lapin. Ces résultats suggérent un réle pour I’atome d’oxygéne
du noyau furane étant donné que les deux dérivés ne different 1’'un de 1’autre que par la nature de
leur hétéroatome. L’atome d’oxygene dans le noyau furanique du composé 8 peut étre le siege
d’une interaction par liaison hydrogéne avec un résidu du site actif beaucoup moins probable

avec le soufre du groupe thiophene du composé 9.
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Graphe 6. Détermination graphique des constantes d’inhibition K; et K;” (SPAF « 8 » vs hPGI) selon Lineweaver-
Burk.

Le 5PAPy (7) est lui aussi un trés bon inhibiteur de la PGI avec une IC50 de 2.9 uM sur la PGI
humaine et de 5.4 uM sur la PGI du muscle de lapin. Tout comme le dérivé furanique (8), I’azote
du cycle pyridyle peut jouer le rle d’accepteur d’une liaison hydrogéne au sein du site actif de
I’enzyme. La valeur de 1I’IC50 chute pour le dérive 5PASulfone (10) qui se comporte de maniere
similaire au dérivé thiophéne 5PAT (9). Il est cependant un bon inhibiteur de I’enzyme avec une
IC50 de 13.2 uM sur la PGI du muscle de lapin.
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Bien que nettement inférieures a celles des inhibiteurs analogues d’IHE tels SPAH et SPAA, les
propriétés inhibitrices des dérivés 7-10 sont plut6t correctes considérant que ces inhibiteurs sont

des analogues de substrat dont la partie téte a été modifiee.

3.5. Composés a fonction amine terminale

HN  NH, HN/\ANH2

o O OH
HO HO
OH OH
OH OH
OPO,? OPO,?
S5PAED 5PADP
11 12

Les composés 11 et 12 ont été concus pour inhiber spécifiguement la PGI. En effet, nous
cherchions a mettre a profit une interaction électrostatique potentiellement favorable avec le
Glu357 par protonation de leur fonction amine terminale a pH 7. Cette hypothése n’a pas été
veérifiée initialement par modélisation moléculaire. Les résultats obtenus avec ces dérivés sont

rapportés dans le tableau 11.

Tableau 11. Résultats d’inhibition obtenus sur la PGI avec les dérivés 5SPAED (11) et SPADP (12).

Inhibiteur Paramétres RmPGI hPGI
IC50 0.888 +0.006 0.796 + 0.006
5PAH K; 0.21 +0.06 0.19 + 0.06
K/K; 276 263
IC50 1.0 £0.02 0.91 +0.09
5PAED
K; 1.0+0.1 0.7+0.1
IC50 2.86 +0.02 0.95 +0.05
5PADP
K; - 0.52 +0.07

Le dérivé éthylenediamine 5SPAED (11) apparait comme un excellent inhibiteur de la PGI avec
avec des IC50 de 0.91 et de 1 puM sur la PGl humaine et la PGl du muscle de lapin,

respectivement. La représentation graphique de Lineweaver-Burk pour le 5PAED (11) met en

138



évidence une inhibition type non compétitive mixte sur les deux types de PGI. La constante
d’inhibition K; sur la PGI humaine est de 0.7 UM et est presque égale a la valeur de 1’IC50 (0.95
HMM) tandis que la constante d’inhibition K;- est de 2.3 uM (Graphe 7). Des valeurs égales de K;
et d’IC50 ont également été obtenues avec la PGI du muscle de lapin ce qui est en accord avec

une inhibition de type mixte.
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Graphe 7. Détermination graphique des constantes d’inhibition K; et Ki” (5PAED 11 vs hPGI) selon Lineweaver-
Burk.

Le 5SPADP (12) qui présente un carbone et une fonction hydroxyle en plus par rapport au 5PAED
(11) est lui aussi, d’apres les résultats obtenus, un excellent inhibiteur avec un K; de 0.52 uM sur
la PGI humaine, trés proche de la valeur de K; déterminé pour le 5SPAED (1 uM) sur la méme

enzyme. La valeur du K; vs RmPGI pour le 5PADP (12) est par contre trois fois plus élevée que
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celle déterminée pour le 5SPAED (11). Le groupe OH, donneur d’une liaison hydrogene, et un

carbone de plus, n’ont pas trop influencé I’affinité du composé vs de la RmPGI ou de la hPGI.

Les deux composés 11 et 12 constituent deux nouveaux puissants inhibiteurs des PGI. Il est tout
a fait remarquable que ces deux composés, simples analogues de substrats a partie téte modifiée,
aient des propriétés inhibitrices tres proches de celles du 5PAH et méme meilleurs que celles du
SPAA, jusqu’alors les deux meilleurs inhibiteurs des PGI. L’étude cristallographique du
complexe hPGI-5PAED (Chapitre 1V) révélera un tout autre mode d’interaction que celui

initialement attendu.

4. Conclusion des évaluations cinétiques

D’aprés les résultats de 1’évaluation cinétique des différents composés synthétisés dans cette
étude (1°-12), le site actif de la PGI parait moins exigeant et capable, au contraire de la PMI,
d’accepter des groupements encombrants au niveau de la partie téte des analogues de substrats

linéaires.

Tous les composés synthétisés 1°-12 se révélent étre de trés mauvais inhibiteurs des PMI. Ces
résultats montrent que la PMI est trés exigeante et ne tolére que des analogues ayant a la fois la
méme taille et mimant bien la fonction 1,2-cis-enediolate, comme le 5SPAH qui est un excellent
analogue de I’IHE du point de vue aussi bien stérique qu’électrostatique. La fonction acide
hydroxamique du 5PAH mime au mieux le plan dans lequel est inscrit la fonction 1,2-cis-
énediol(ate) et possede eégalement des propriétés chélatantes a 1’égard du zinc par ses formes
hydroxamate ou hydroxamique. Par contre, les composés (1°-10) cong¢us pour coordiner le zinc
par I’approche « ZBG » ont une partie téte plus encombrée, neutre et qui ne miment pas la
fonction 1,2-cis-énediolate de I’THE des PMI. 1l serait donc intéressant d’envisager la conception
d’un analogue de substrat, non-analogue de I’IHE, comportant un ligand du zinc mais dont

I’encombrement stérique global soit similaire a celui du substrat.

De nouveaux inhibiteurs de la PGI humaine autre que le 5PAH et le 5PAA ont été découverts.

Ces inhibiteurs ayant une partie téte ne mimant pas, contrairement au 5PAH, la fonction
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¢nediolate de I’IHE, apparaissent néanmoins comme de bons, voire excellents inhibiteurs de la
PGI. Ils sont, au contraire du 5PAH, plus stables et sélectifs de la PGI vis-a-vis de la PMI. Leur
partie téte contenant un groupement imidazole, furane, thiophéne, sulfone ou pyridinique est
neutre, augmentant ainsi la valeur de leur coefficient de partage et pouvant donner une meilleure
biodisponibilité orale par rapport au 5PAA anionique. En conséquence, il serait intéressant
d’envisager la synthése et I’évaluation des analogues de ces composes contenant un groupe
mime du phosphate comme les dérivés phosphonates ou malonates plus stables envers les
phosphatases présentes dans la plupart des tissus de 1’organisme et dans le sang. A noter que nos
composés sous leur forme phosphatés sont de bons candidats pour inhiber I’AMF dont la

localisation est extracellulaire sans toutefois inhiber la PGl humaine intracellulaire.

Des étude structurales cristallographiques par diffraction des RX de complexes hPGI-inhibiteurs
ont été entreprises avec les 3 meilleurs inhibiteurs de ’enzyme synthétisés dans cette étude, le
5PAED (11), le 5PADP (12) et le 5PAF (8), afin de mieux comprendre le comportement et les
interactions engendrés par chacun d’entre eux au site actif de la PGI. Les résultats obtenus a

I’issue de ces études sont rapportés dans le chapitre V.
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CHAPITRE IV

ETUDE CRISTALLOGRAPHIQUE DE COMPLEXES
ENZYME- INHIBITEUR
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AVANT-PROPOS

Dans un premier chapitre, nous présenterons la structure 3D a haute résolution obtenue
par diffraction des rayons X de CaPMI complexée avec un inhibiteur analogue de ’'IHE
1,2-cis-énediolate, le 5-phospho-D-arabinonhydrazide (5PAHZz). En effet, seule la structure
3D de la protéine native CaPMI a été publiée et déposée dans la PDB (1PMI) en 1996.%" Depuis,
aucune structure de la PMI de Candida albicans avec un inhibiteur ou un substrat au site actif
n’a été rapportée dans la littérature. Par conséquent, beaucoup d’informations concernant le
mécanisme d’action de la réaction catalysée restent a élucider, notamment en ce qui concerne la
nature de la base catalytique impliquée dans le transfert de proton entre les deux carbones C1 et
C2 du substrat. Bien que certains résidus du site actif de CaPMI aient été postulés a partir de la
structure de I’enzyme native et d’études antérieures (mutagénése dirigée, marquages
d’affinité...), la nature et le positionnement précis des résidus du site actif vis-a-vis du substrat
ou a I’¢état de transition sont inconnus. En conséquence, le mécanisme de 1’isomérisation M6P-
F6P catalysée par les PMI I’est également encore a ce jour. Un inhibiteur analogue de I’IHE,
contrairement au substrat, a I’avantage de se lier fortement au site actif de ’enzyme et de fournir

une « photographie » du site actif dans un état proche de 1’état de transition.

Dans un deuxiéme chapitre, la structure 3D a haute résolution du complexe de la
phosphoglucose isomérase humaine avec le 5SPAED a également été obtenue. Bien que le
mécanisme détaillé de 1’isomérisation G6P-F6P catalysée par la PGI soit aujourd’hui bien décrit
et que plusieurs structures 3D de complexes enzyme-inhibiteur et enzyme-substrat sont
disponibles dans la PDB, il est intéressant de connaitre le mode d’interaction de ce nouvel
inhibiteur. En effet, malgré le fait que SPAED ne soit pas un analogue de I’'IHE tel SPAH, mais
plutét un analogue de substrat a partie téte modifiée, 5SPAED s’est révélé étre un puissant
inhibiteur des PGI.
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A- STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE A HAUTE
RESOLUTION DU COMPLEXE CaPMI-5PAHz (CODE PDB :
SNW7

1. Aspects experimentaux

La cristallisation, la collection des données, la résolution et 1’affinement de la structure du
complexe CaPMI-SPAHz ont été réalisées en collaboration avec 1’équipe FAAM (Fonction et
Architecture des Assemblages Macromoléculaires) a I’'T2BC (Institut de Biologie Intégrative de
la Cellule) a Orsay (Université Paris-Sud/Université Paris-Saclay) avec la participation du Prof.
Herman Van Tilbeurgh, du Dr. Ines Gallay, du Dr. Stéphane Plancqueel et du Dr. Noureddine
Lazar (données cristallographiques : voir annexes paragraphe 4).

Solution de protéine + tampon de cristallisation

LUJ\ / M

Graisse pour assurer
L A I’étanchéité

N

Réservoir contenant le tampon de cristallisation

Figure 34. Représentation schématique de la méthode de la diffusion de vapeur en goutte suspendue (& gauche) et
assise (a droite) utilisées dans les essais de cristallisation.

De maniere a obtenir un cristal du complexe protéique, la methode de la diffusion de vapeur a été
utilisée (Figure 34). Dans cette technique, une goutte contenant la solution de protéine mélangée
a la solution de cristallisation est équilibrée contre un réservoir contenant la méme solution de
cristallisation mais deux fois plus concentrée. La diffusion de vapeur s’effectue de la goutte vers
le réservoir, conduisant a une deshydratation de la goutte et donc a un accroissement de la

concentration en macromolécule et en agent cristallisant pouvant mener a la cristallisation du
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complexe protéique. Deux variantes de cette technique ont été utilisées : 1) la diffusion de vapeur
en goutte assise et 2) la diffusion de vapeur en goutte suspendue. La premiere a été utilisée lors
du criblage robotisé des conditions de cristallisation permettant de minimiser les volumes de la
goutte (200 nL) et donc de la quantité d'échantillon biologique nécessaire. L’usage de robots
permet une recherche plus exhaustive des conditions permettant de cristalliser une protéine. La
deuxiéme méthode a été essentiellement utilisée pour optimiser manuellement une condition de

cristallisation préalablement identifiée par un criblage robotiseé.

Figure 35. Image de la goutte contenant les cristaux du complexe CaPMI-5PAHz.

Les gouttes suspendues (2 L) sont constituées par un égal mélange d'une solution de protéine
(10-20 mg/mL de PMI, 20 mM de tampon Tris (pH 8,5), 150 mM de NaCl et 5 mM de 5PAHZz)
et d'une solution réservoir (20-30% PEG 3350, 200 mM de MgCl; et 100 mM de tampon BIS-
TRIS pH 5.5). Les gouttes ont été équilibrées avec 500 uL de la solution réservoir. Les cristaux
apparaissent en 3 jours pour une concentration en PMI de 10 mg/mL et en PEG 3350 de 20%
(Figure 35). Les données de diffraction d'un seul cristal de dimensions approximatives de 0.12 x
0.1 x 0.03 mm®, congelé trés rapidement & -180 °C, ont été recueillies au Synchrotron Soleil. Le
cristal a 1’aspect d’une petite pyramide avec une symetrie de groupe spatial orthorhombique
P2:12:2 (a = 87.97 A, b = 107.86 A, ¢ = 44.03 A). Le fichier de données concernant cette

structure a été déposé a la Protein Data Bank sous le code 5SNW?7.
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2. Résultats et discussion

2.1. CaPMI-5PAHz : premiere structure cristalline de CaPMI avec un

inhibiteur au site actif
Aucun des composes synthétisés au cours de ce travail n’étant un bon inhibiteur de CaPMI, nous

avons choisi de determiner sa structure cristallographique 3D avec un inhibiteur déja connu. Le

5PAH est le meilleur inhibiteur connu des PM1*%!

et notamment de CaPMI avec un K; de 0.11 +
0.05 puM et un rapport Kn/K; = 1181. Des tentatives de co-cristallisation de ce dernier avec
I’enzyme ont été effectuées mais n’ont pas abouti a la structure cristalline du complexe. Ce
résultat n’est pas trés surprenant étant donné que I’inhibiteur est connu pour s’hydrolyser
rapidement pour donner le SPAA, un trés mauvais inhibiteur de [’enzyme. D’autre part, nous
avons pu observer que la protéine seule cristallise assez mal, ce qui ne nous a pas permis de
tenter la méthode dite de trempage. C’est la raison pour laquelle nous avons anticipé, dés le
début de ce travail, de co-cristalliser la protéine et le 5PAHz, un excellent inhibiteur stable de
I’enzyme. Cette tentative a mené avec grand succes a la premiére structure tridimensionnelle de

I’enzyme contenant un ligand au site actif et & une excellente résolution (1.8 A).

HN-OH HN—NH,
o] o
HO HO
OH OH
OH OH
OPO,;* OPO;%
SPAH SPAHz

Schéma 39. Structures du 5PAH et du 5PAHz. Les groupements distincts sont marqués en rouge.

Le 5PAHz,>® comme mentionné dans Dintroduction, est un fort inhibiteur compétitif de
I’enzyme. L’évaluation cinétique du composé pour la premicre fois sur CaPMI a donné un K de
I’ordre de 1.7 £ 0.2 uM avec un rapport K/K; = 76 (en accord avec les valeurs obtenues
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précédemment sur d’autres PMI>®), soit 76 fois plus affin pour I’enzyme que son substrat. En

effet, les atomes O1, C1, N1 et N2 de sa partie téte sont coplanaires ce qui permet de mimer au
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mieux le plan dans lequel est inscrit la fonction 1,2-cis-énediol(ate) de l’intermédiaire de

haute énergie impliqué dans la réaction catalysée par ’enzyme (Schéma 40).

3500 4 150 3 _u .
< OH(0) HN—NH,
g 100 | OH 1=01
3000 | T
t 50 HO HO
g OH OH
2500 - 0 T Y ‘ OH oH
2 0 2 OPO,? OPO,2
= J 5PAHz] uM - -
E 2000 [PAHz THE 5PAHz
o 1,2-cis-¢nediol(ate) Ki=1.7+0.2 uM
2 1500 -
E
o
2 1000 -
o ¢[l]=0um
Bl=1uM
200 1 ®[l]=2uM
/ E[]=3puM
O T T T T 1
5 ( 5 10 15 20 25
-500 -

1/[M6P] mM":

Schéma 40. Détermination graphique de la constante d’inhibition Ki du 5PAHz vs. CaPMI selon Lineweaver-Burk.

La structure cristalline de la PMI de Candida albicans complexée au 5-phospho-D-
arabinonhydrazide (SPAHz) a été obtenue et résolue a 1.8 A.

Excepté des études de modélisation moléculaire®>*

et la structure X de I’enzyme native (code
pdb : 1PMI)?’, aucune structure d’une CaPMI avec un substrat ou un inhibiteur au site actif n’a
été publiée a ce jour. Le complexe CaPMI-5PAHz représente ainsi la premiére structure
cristalline a haute résolution de ’enzyme complexée a un inhibiteur. Les coordonnées de la
structure ont été déposées a la PDB (code 5SNW?7) et un article en cours de rédaction sera soumis
a J. Mol. Biol.). La carte de densité électronique obtenue est en accord avec la présence de la
structure compléte de I’inhibiteur ou on observe bien une densité correspondant a tous les atomes
de 5PAHz (Figure 36). Ce complexe a haute résolution (1.8 A) répondra sans doute a plusieurs

questions actuellement sans réponse, notamment concernant le role précis des différents acides
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aminés impliqués dans la fixation du ligand, les mouvements de la protéine engendrés par la
fixation du ligand, la validation du concept de I’intermédiaire de haute énergie ligandé par le
zinc, mais surtout et le plus important, la possibilité d’identifier la base catalytique responsable
du transfert de proton entre les deux carbones C1 et C2, jamais identifiée a ce jour.

Figure 36. Structure du complexe CaPMI-5PAHz (code pdb : 5nw7) montrant la densité électronique autour du
ligand « 5PAHz ».

2.2. Structure générale de CaPMI :
La structure générale de 1’enzyme dans le complexe CaPMI-5PAHz (PDB 5NW?7) est tout a fait

semblable & celle décrite par Cleashy et al. pour I’enzyme seule (PDB 1PMI).?’ La structure
monomeérique est formée de 3 domaines principaux (Figure 37) : le domaine hélicoidal formé par
les résidus 153-265, le domaine C-terminal constitué de feuillets B antiparalléles et formé
majoritairement par des résidus du c6té C-terminal (2-10 et 333-441) et le domaine catalytique
central constitué par les résidus 11-152 et 266-332. Ce dernier forme une sorte de crevasse

profonde de dimensions suffisantes pour contenir le SPAHz et 1’atome de zinc.

En plus des acides aminés précédemment décrits, d’autres résidus importants impliqués dans la
fixation du ligand sont identifiés tels que 1’Asp300, la Thr308, la Tyrl6 et le Trpl8. Les
différents résidus constituant le site actif ainsi que les molécules d’eau contenues dans cette

poche catalytique sont représentés dans la figure 37.
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Lys 136
His 285 Arg 304

Thr 308

Leu 108

Tyr 16

Trp 18
Glu 48 =

Figure 37. Structure générale de CaPMI-5PAHz (5nw7) avec les différents résidus du site actif (I’inhibiteur n’est
pas représenté par soucis de clarté). On distingue trois domaines, le domaine hélicoidal (en vert), le domine C-
terminal (en rouge) et le domaine catalytique contenant le ligand et [’atome de zinc au centre (en jaune). Les
résidus du site actif sont représentés a droite de la figure : le zinc en gris et les molécules d’eau en rouge.

Afin de montrer, entre autre, les mouvements des ligands du zinc et des résidus du site actif
engendrés par la fixation de I’inhibiteur, la superposition des deux structures, celles de la
protéine native CaPMI seule (1PMI) et du complexe CaPMI-5PAHz (5SNW?7), a été réalisee.

Glu13s

Figure 38. Image globale de la superposition de CaPMI (1PMI, en bleu) et du complexe CaPMI-5PAHz (5NW?7, en
doré). Le zoom a droite de la figure montre la superposition des ligands du zinc.
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Pour cela, le domaine hélicoidal a été pris comme référence. Ce dernier formé par les résidus
153-265 ne contient aucun résidu appartenant au site actif, ce qui donne une vue précise et
pertinente des mouvements de la protéine apres fixation du ligand, surtout au niveau du site actif
qui est formé a la fois par des résidus des deux cotés C et N-terminaux. 452 atomes sont alignés
au total et un rmsd (Root Mean Square Deviation ou racine carré de la moyenne des carrés des
déviations) de 0.188 est obtenu. La superposition montre des mouvements importants au niveau

des domaines catalytique et C-terminal (Figure 38).

Comme le montre la figure 39, des déplacements remarquables concernent de facon plus ou
moins prononcée tous les acides aminés du site catalytique. Ces mouvements seront décrits et

analyses en détail dans la suite de ce chapitre.

/
Thr 308

('
.

Glu 138
\/\ \
\

Tyr 287

Glu 294 Trp 18
N Tyr 16

Lys100

A Gluag | &

I \

S~

£

Figure 39. Mouvements des résidus du site de CaPMI engendrés par la fixation du 5PAHz (CaPMI en cyan et
CaPMI-5APHz en noir).
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2.3. Interaction enzyme-inhibiteur
Un réseau etendu et complexe de liaisons lie I’inhibiteur aux différents acides aminés et

molécules d’eau constituant la poche catalytique, expliquant d’une part, la stricte spécificité de
I’enzyme pour ses substrats, et d’autre part, le fort pouvoir inhibiteur du 5PAHz.

La figure 40 montre une vue globale de toutes les interactions possibles de 1’inhibiteur avec
I’enzyme. Les paragraphes suivants décrivent séparément la sphére de coordination du zinc, les
interactions impliquées dans 1’ancrage du groupement phosphate et le reste des interactions
mettant surtout en jeu la base catalytique.

Remarque : Dans les figures présentées dans ce chapitre, les traits en pointillés rose indiquent
les liaisons électrostatiques détectées (liaisons H). Les traits pointillés gris indiquent les liaisons

entre le zinc et ses ligands (avec les distances en A).

GlIn111 Arg 304

Thr 308

Ser 109

His 285

Glu138

Glu294 Glu48

Lys 100

Figure 40. Ensemble des interactions au site actif du complexe 5PAHz-CaPMI (PDB 5NW7).
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2.3.1. Le site de coordination du zinc

Le zinc est hexacoordiné et adopte une géométrie octaédrique. On retrouve les mémes acides
aminés ligands du zinc que ceux décrits pour I’enzyme native (1PMD)*’ incluant les His285 (2.1
A) et His113 (2.2 A), le GIu138 (2.0 A) et la GIn111 (2.3 A). La molécule d’eau HOH797 ligand
du zinc pour CaPMI native (1PMI) n’existe plus ici. Le 5°™ ligand du zinc est cette-fois-ci le
5PAHz qui le coordine par ’oxygéne O1 (2.1 A) et I’azote N2 (2.0 A) de sa fonction hydrazide
(Figure 41). Bien que le zinc adopte préférentiellement une géométrie tétraedrique dans les
métalloprotéines, une pentacoordination est cependant possible et plus rarement une
hexacoordination.’®*'% En effet, d’aprés la structure rapportée par Cleasby et al. (IPM1)?, une
coordination du zinc par le second oxygéne du Glu138, bien que relativement éloigné (2.9 A), est
envisageable. Une géométrie octaédrique du métal pourrait alors étre considérée dans la structure

1PMI. La méme géomeétrie est également obtenue dans notre structure SNW?7.

Figure 41. Les ligands du zinc dans le complexe CaPMI-5PAHz (PDB 5NW?7). Le 5PAHz coordine le zinc selon le
mode bidentate.
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Une coordination de type bidentate pour le 5PAHz est ainsi démontrée et valide le concept de
I’existence d’un intermédiaire de haute énergie stabilisé par coordination au zinc via les deux
oxygeénes de la fonction 1,2-cis-enediol(ate). Le role catalytique du zinc est bien illustré : en
polarisant la liaison carbonyle du substrat (M6P ou F6P), le zinc facilite la déprotonation de
I’hydrogéne en alpha du carbonyle par la base catalytique. Cette déprotonation conduit a la
formation de I’'IHE de type « 1,2-cis-énediolate », lui-méme stabilisé par interaction bidentate

avec le zinc (Schéma 41).

( B
#

r\ () . H
2*7Zn-z27 0= | O\:‘::Zn2+ (x _O\Z‘::Zn2+
H-O—"H™ ﬂ" <0

HO B — - |HO HO—|
OH OH - OH
OH OH - OH
OPO,* OPO,* —OPO,*
Mé6P IHE FoP

1,2-cis-énediol(ate)

Schéma 41. Réle catalytique du zinc dans la réaction catalysée par CaPMI via son interaction bidentate avec les
substrats de ’enzyme et I'IHE.

La superposition structurale de CaPMI (PDB 1PMI1)*’ et de CaPMI-5PAHz (PDB 5NW?7) montre
une tres bonne coincidence des ligands du zinc (His285, His113 et GInl111). Cependant, une
observation importante peut étre notée pour le Glul38 : une fois I’inhibiteur fixé, le groupe
carboxylate du Glul38 change d’orientation (Figure 42). D’aprés la structure du site de
coordination du zinc de CaPMI seule (1PMI) montrée dans la figure 42, le Glul38 s’oriente de
maniere a coordiner le zinc par ses deux atomes d’oxygenes. Une fois le SPAHz loge dans le site
actif, le Glu138 change de positionnement permettant a 1’un de ses oxygénes, se situant a 2.9 A
du zinc dans la protéine native, d’entrer en interaction avec 1’azote N2 (du NHy) de I’inhibiteur a

une distance de 2.7 A.

Le départ de la molécule d’eau HOH797 ligand du zinc dans la structure 1PMI est un autre point
remarquable. D’aprés la superposition effectuée sur la figure 42, cette molécule d’eau se

superpose quasiment avec le groupement NH, du 5PAHz : une fois ce dernier fixé au zinc, il
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déplace la molécule d’eau pour prendre sa place (Figure 42). Cette caractéristique a déja été
rapportée pour d’autres protéines a zinc ou l'un des sites de coordination du métal est occupé par

une molécule d'eau, déplacée par le substrat entrant pour initier la catalyse.***

A) 1pmi B)1pmi/5nw7

His 113

His 113 His 285

N\ >
oo @ 21
N . é‘ Gin 111

HOH 797/ lpml

Or

Figure 42. A) Sphére de coordination du zinc dans CaPMI seule (1pmi)?’. B) Superposition des ligands du zinc de
CaPMI seule (1pmi, en bleu) et du complexe CaPMI-5PAHz (5nw7, en noir).

Glu 138

Glu 138 29
Ghn 111

2.3.2. Site de fixation du groupe phosphate de 5PAHz

Le groupement phosphate de I’inhibiteur SPAHz forme un réseau complexe de liaisons au site

actif de I’enzyme. La structure obtenue confirme les hypothéses énoncées par Cleasby et al.
concernant le role probable que peut jouer 1’Arg304 dans la fixation du phosphate. Nos résultats
sont également en désaccord avec ceux rapportés par Sagurthi et al. qui avaient complétement
écarté ce résidu lors de leur étude structurale du complexe de la PMI de S. typhimurium avec le
F6P.*? Notre structure résolue & 1.8 A montre que I’ Arg304 participe clairement a I’ancrage de la
partie phosphate en interagissant non seulement directement avec lui, mais aussi via la molécule
d’eau 673 avec ’oxygene O7 de ce dernier (Figure 43). Le groupe phosphate du 5SPAHz est en
interaction avec 7 autres résidus : Tyrl6, Trpl8, Asp300, Lys310, Thr 308, Serl09 et GInl11l.
Ces résidus participent d’une maniére directe ou indirecte via un réseau de molécules d’eau a

I’amarrage du phosphate. Parmi ces résidus, la GIn 111, la Serl09 et le Trpl8 sont
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particulierement intéressants car ils interagissent directement avec le phosphate. La Ser109 est
engagée dans deux liaisons hydrogéne avec 1’oxygéne O6 du phosphate via ses deux
groupements hydroxyle et amine. Le Trpl8 est quant a lui en interaction directe via son groupe
NH avec I’oxygéne O8 : ce résidu, qui ne figure pas parmi les résidus du site actif cités dans la
publication de Cleasby et al., semble avoir un réle important dans la fixation du ligand. La
GIn111 qui, en plus d’étre un ligand du zinc via son groupe carbonyle, participe a I’ancrage du
phosphate en interagissant avec 1’oxygéne OS5 de celui-ci (la molécule d’eau 789 lie également la
GIn111 et la Tyr287). La présence d’une glutamine dans la sphére de coordination du zinc étant
inhabituelle dans les métalloenzymes a zinc, ceci suggére un réle important pour ce résidu dans
la fixation du substrat en plus d’une simple coordination du métal, ce que nous démontrons dans

notre étude.

Tvr 16

Lys 310

Thr 308

Ser 109
Gln 111

Figure 43. Site de fixation du groupement phosphate.
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Une interaction intramoléculaire (2.7 A) entre I’hydroxyle O4H et ’oxygéne O7 du phosphate
est a noter. Cette observation est en accord avec 1’étude de modélisation moléculaire menée sur

le complexe CaPMI-5PAH.*

De I’autre coté, un réle crucial est attribué aux molécules d’eau 615, 648 et 673 qui constituent
un lien entre le phosphate et les autres résidus. La molécule d’eau 615 connecte la Thr308 a
I’oxygéne O6 du phosphate. L’Asp300 et la Tyrl6 sont liés a ’oxygéne O7 via les deux
molécules d’eau 648 et 673 successivement. Cette derniere lie aussi la Lys310 et I’Arg304 a ce
méme oxygene. La molécule d’cau 648 liec également I’ Asp300 et la Tyr16 a I’hydroxyle O3H de

de I’inhibiteur.

Ce réseau complexe met en évidence le role crucial de 1’ancrage du phosphate au site actif. En
effet, la présence d’une fonction chélatante du zinc (hydrazide dans le cas du SPAHz) et des
hydroxyles dans le squelette de I’inhibiteur ne suffit pas a assurer une bonne affinité de celui-Ci
pour I’enzyme. La présence du groupement phosphate est indispensable pour mimer au mieux le
substrat ou I'I[HE et avoir une bonne inhibition de la PMI. Notre structure permet ainsi
d’expliquer les résultats obtenus avec ’acide D-arabinonohydroxamique (DAH, Schéma 42),
[’analogue non phosphorylé du 5PAH, qui a montré une trés mauvaise inhibition de I’enzyme
avec une IC50 de I’ordre de 10 mM sur la PMI d’E. coli (thése de Johanna Foret, 2009).

HN-OH HN-OH
o o
HO HO
OH OH
OH OH
OPO;* OH
SPAH DAH

Schéma 42. Structure du DAH, mime non phosphorylé du 5PAH.

Des déplacements importants au niveau des ligands du phosphate sont observés lors de la
fixation de 5PAHz (Figure 44). Ceux-ci sont particulierement remarquables pour la Lys310 (5.0
A), le Trp18 (2.9 A) et I’Arg 304 (1.9 A) qui interagissent directement avec le phosphate, de
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méme que pour la Tyrl6 (4.7 A) et I’Asp300 (2.7 A) qui interagissent indirectement via les
molécules d’eau 648 et 673 avec celui-ci. Ces derniéres sont également en interaction avec
I’hydroxyle porté par le carbone 3 de I’inhibiteur. Le déplacement de la GIn111 est relativement
faible (0.9 A), ce qui peut étre expliqué par le fait que ce résidu est un ligand du zinc. Tous ces
mouvements montrent I’importance du groupement phosphate dans la fixation de 1’inhibiteur au
sein du site actif de I’enzyme et donc dans la stabilisation de I’IHE (ou de 1’état de transition)

pour la catalyse de la réaction.

27/ 47 X Tirls

Asp 300

Ser 109

Gln 111
-~

Figure 44. Mouvements au niveau des ligands du phosphate engendrés par la fixation de 5PAHz : CaPMI (PDB
1PMI) en cyan et CaPMI-5PAHz (PDB 5NW?7) en noir. Les traits pointillés rose indiquent les déplacements des
résidus ligands du phosphate (distances en A).
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2.3.3. ldentification de la base catalytique

Outre la coordination bidentate du zinc par la fonction hydrazide et les interactions mises en jeu
dans I’ancrage du phosphate, d’autres résidus intéressants sont impliqués dans la fixation de la
partie apicale et du squelette polyhydroxylé de I’inhibiteur 5SPAHz au site actif de CaPMI. Ces
interactions importantes nous ont amené a identifier, pour la premiére fois, la nature de la base
catalytique impliquée dans le mécanisme de transfert du proton entre les carbones C1 et C2 des
substrats F6P/M6P de la réaction catalysee par la PMI et qui demeurait inconnue jusqu’a ce jour
(Figure 45).

H
O H H é-OH
HO4—H o}
HO HO

OH OH

OH OH
OPO,*" OPO,?

Mo6P Fep

Gln 111

Asp 300

Glu 294

Figure 45. Site de fixation du squelette polyhydroxylé et de la partie téte de I’inhibiteur.
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En plus d’étre un ligand du zinc, le Glul38 est en interaction, d’une part, avec 1’azote N2 de la
fonction hydrazide, et d’autre part, avec la Tyr287. Etant ligand du zinc, ce résidu est trop peu
basique pour pouvoir arracher le proton en alpha du groupe carbonyle du substrat. La Lys100 est
liée, quant a elle, d’une part avec les deux oxygenes O3 et O2 de SPAHz, et d’autre part, avec le
Glu48 qui établit deux liaisons additionnelles avec 1’oxygéne O3. Les résidus Lys100 et Glu48,
par ailleurs mal positionnés pour arracher le proton des carbones Cl et C2 des substrats

F6P/M6P, sont donc de mauvais candidats pour jouer le role de base catalytique.

D’aprés la structure du complexe CaPMI-5PAHz (PDB 5NW?7) que nous rapportons, le résidu
Glu294 apparait clairement comme étant la base impliquée dans le transfert de proton entre les
carbones C1 et C2 du substrat (Figure 45). En plus d’interagir avec 1’hydroxyle O2H, le Glu294
est le seul résidu correctement orienté pour interagir avec 1’azote N1 de [’inhibiteur
correspondant au carbone C1 du F6P (2.9 A, Figure 45). Finalement, la Lys136, proposée par
Roux et al. comme base catalytique potentielle d’apres les études de modélisation moléculaire
effectuées sur les complexes CaPMI-5PAH et CaPMI-M6P,> est ici en interaction avec
I’oxygéne du carbonyle de SPAHz, et également avec 1’oxygene O4 et 1’Asp300 via la molécule
d’eau 732.

LU 29

LYS 136

Figure 46. Comparaison des distances séparant la Lys136 et le G/u294 de I’azote N1 et du carbone C1 du 5PAHz.

La Lys136 apparait donc comme un bon candidat pour jouer un réle dans la stabilisation de
I’'IHE 1,2-cis-énediol(ate) forme plutdt que le réle de base catalytique pour lequel le Glu294 est

le seul candidat a nos yeux. En effet, les distances entre 1’azote de la Lys136 et les atomes N1 et
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C1 de 5PAHz (correspondant respectivement aux atomes C1 et C2 du F6P et du M6P) sont
respectivement de 4.8 et 3.6 A et donc nettement supérieures aux distances correspondantes avec
’oxygéne du Glu294 (2.9 et 3.5 A) qui est bien placé et parfaitement orienté pour arracher le
proton du CH en alpha du C=0 du substrat (Figure 46).

His 98

Figure 47. Superposition des structures de CaPMI-5PAHz (PDB 5NW7) et de BsPMI-S04% (PDB 1QWR).

Ajoutons le fait que 1’alignement de séquences des PMIs de type I présenté dans 1’introduction,
montre que le résidu Glu294 est bien conservé a travers toutes les PMIs a 1’exception de Bacillus
subtilis. Il est cependant important de noter que la séquence de cette derniére ne comprend que
316 acides aminés, ce qui fausse 1’alignement avec la PMI de Candida albicans constituée de
441 acides aminés. Pour confirmer ainsi notre observation, il nous apparait utile de superposer
les deux structures, celle de la PMI de C. albicans (1PMI) et celle de Bacillus subtilis (LQWR)
sur la Figure 47. La structure de cette derniére, déposée a la pdb sans aucune publication

associee, ne contient que fortuitement un ion sulfate au site actif ainsi que d’autre ions a d’autres
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endroits de la protéine. C’est la raison pour laquelle les histidines ligands du zinc qui, a priori, ne
devraient pas bouger apres la fixation de I’ion sulfate, ont été prises comme référence pour faire
I’alignement. La superposition structurale a montré effectivement la présence d’un résidu

glutamate (Glu173) au méme endroit que le Glu294 confirmant ainsi notre hypotheése.

De méme que pour les ligands du phosphate, tous les résidus fixant la partie apicale et le
squelette polyhydroxylé de I’inhibiteur subissent également des mouvements importants apres la
fixation du ligand (Figure 48). Ces mouvements sont particulierement remarquables pour le
Glu48 (3.2 A), la Lys100 (2.7 A), suivis par le Glu294 (1.2 A) et la Lys136 (1.4 A). Quant au
Glul38, ce résidu et comme nous I’avons déja mentionné, change complétement d’orientation
pour entrer en interaction avec le groupe NH; de I’inhibiteur. La Tyr287, qui dans la protéine
native est située a 4.1 A du Glu138, se déplace de 3 A pour former une liaison hydrogéne avec ce
dernier (2.9 A).

Changement

d’orientation

Glu 294

/
32
X

Glu 48
N

N~

Figure 48. Mouvements au niveau des ligands de la partie téte et du squelette polhydroxylé (CaPMI en cyan et
CaPMI-5PAHz en noir). Les traits en pointillés rose indiquent les déplacements des résidus (distances en A).
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2.4. Mécanisme de la réaction catalysée par les PMIs de type | : catalyse

acido-basigue mettant en jeu le Glu294
D’aprés la structure du complexe CaPMI-5PAHz précedemment détaillée, 1’isomérisation

réversible du M6P en F6P peut étre décrit selon le mécanisme présenté dans le Schéma 43. 1l est
cependant difficile de conclure quant a 1’étape d’ouverture du cycle du substrat qui nécessiterait
d’obtenir la structure 3D du complexe de I’enzyme avec un de ses deux substrat, le B-D-
fructofuranose (B-F6P) ou le B-D-mannopyranose (B-M6P). Par conséquent, I’étape d’ouverture
cyclique ne sera pas discuté par manque d’informations suffisantes. Seul le mécanisme détaillé

de I’étape d’isomérisation proprement dite est rapporté.
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Schéma 43. Mécanisme de l'isomérisation M6P-F6P catalysée par la PMI de C. albicans.
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Comme montré précédemment, le zinc est coordiné de facon bidentate par les deux oxygenes O1
et O2 du M6P (Schéma 43). En polarisant la liaison C=0 de celui-ci, le zinc facilite la
déprotonation de I’hydrogene en alpha du carbonyle par le Glu294. Cette déprotonation conduit a
la formation du premier IHE de type « 1,2-cis-énediolate », lui-méme stabilisé par interaction
bidentate avec le zinc et par interaction avec la Lys136 (étape 1). Le passage du premier IHE au
deuxiéme IHE de type 1,2-cis-enediolate a lieu dans 1’étape 2, soit par prototropie entre les deux
oxygenes, soit via une molécule d’eau ou un résidu du site actif, la Lys136 pouvant
potentiellement jouer ce réle vu son interaction avec I’oxygene porté par le carbone C2. Le
deuxiéme IHE est ensuite reprotoné par le Glu294 en position proS sur le C1 (face Si) pour
conduire au F6P sous sa forme linéaire (étape 3).

Il est important de noter que la protonation de I’IHE sur la face Re est impossible du fait de la
coordination bidentate de la fonction enediol(ate) au zinc qui empéche toute rotation de la liaison
C2-C3. De plus, aucune base catalytique potentielle ne se trouve du coté de la face Re. Dans la
réaction inverse, I’isomérisation du F6P ne peut donc conduire qu’au M6P, pas au G6P. Le G6P
n’est donc pas substrat de I’enzyme. Cette disposition explique aussi pourquoi la PMI ne posséde
pas d’activité C2-épimérase (M6P/G6P, rotation C2-C3 bloquée).'®> De méme, la PMI est
connue pour ne pas posséder d’activité anomérase (a-M6P/B-M6P ou o-F6P/B-F6P, rotation C1-
C2 bloquée), contrairement & la PG1.2%**® Ceci pourrait donc s’expliquer par le fait que la forme
linéaire du M6P ou du F6P se coordonne au zinc par les atomes O1 et O2, empéchant toute
rotation de la liaison C1-C2.

2.5. Conclusion
La structure 3D du complexe CaPMI-5PAHz (PDB 5NW?7) obtenue par diffraction des rayons X

nous a permis de mettre a jour plusieurs points déterminants du mécanisme de I’isomérisation
réversible du M6P et du F6P catalysée par les PMI de type I, et notamment par la PMI de C.
albicans. Cette étude a permis :

1- D’identifier I’ensemble des acides aminés du site actif de CaPMI et de définir le réle
précis de chacun d’entre eux dans la fixation de I’'IHE (et par voie de conséquence des
substrats linéaires) de I’enzyme. Un réseau trés complexe de liaisons H est mis en jeu

expliquant de ce fait la spécifité absolue de I’enzyme pour ses substrats. Un mouvement
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important des residus du site actif est également démontré. Cette dynamique de la
protéine a pour conséquence de diminuer 1’énergie d’activation de la réaction catalysée

par la PMI de C. albicans.

D’expliquer la raison pour laquelle tous nos composés sont de mauvais inhibiteurs de
I’enzyme : ceci est sans aucun doute dl a un gene stérique et au fait que les atomes de la
partie téte ne peuvent pas induire une coordination bidentate du zinc qui apparait comme

indispensable.

De démontrer le mode de coordination bidentate du zinc par le 5SPAHz et probablement le
5PAH. Ceci a permis de déduire que les substrats linéires M6P et F6P, comme les IHE,
sont liés de facon bidentate au zinc. La fonction acide hydroxamique du 5PAH a
apparemment un pouvoir coordinant plus fort que la fonction hydrazide du 5PAHz,

faisant du premier un meilleur inhibiteur.

De montrer I’importance du groupement phosphate et de la stéréochimie du squelette

polyhydroxylé (D-arabino) sur I’affinité des substrats pour I’enzyme.

D’identifier la nature de la base catalytique impliquée dans le mécanisme de
transfert du proton mis en jeu dans la réaction catalysée par les PMIs de type I,
jamais rapportée dans la littérature jusqu’a ce jour. Le fait que la base catalytique
soit un résidu glutamate n’est pas du tout surprenant. En effet, d’autres enzymes de la
famille des aldose-cétose isomérases comme la PGl et la TIM utilisent également un

résidu glutamate comme base catalytique.

De montrer la spécifité de CaPMI (PMI de type I) pour le M6P vs G6P. Cette étude a
permis également d’expliquer 1’absence d’activité épimérase en C2 et d’activité
anomérase (en C1) pour les PMI de type 1. Ceci est da a la coordination bidentate du zinc
par les oxygénes O1 et O2 du substrat F6P/M6P, bloquant ainsi la rotation des liaisons
C1-C2 et C2-C3. Finalement, cette étude structurale a démontré que c’est bien la face Si
de I’'THE provenant du M6P qui est protonnée en C1 pour conduire au F6P sous sa forme

linéaire avec introduction de I’hydrogéne en position proS.
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B- STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE A HAUTE
RESOLUTION DES COMPLEXES hPGI-5PAED ET hPGI-5PAA

1. Aspects experimentaux

Bien qu’il ne soit pas un mime de I'IHE, le 5PAED (N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-2-
aminoéthanamine / dérive éthylénediamine / 11) est un fort inhibiteur de la phosphoglucose
isomérase humaine avec une constante d’inhibition compétitive de 1’ordre de 0.7 £ 0.1 uM
(Schéma 44). Comme décrit précédemment, ce composé a été congu pour inhiber
specifiquement la PGI vis-a-vis de la PMI : I’hypothése avancée était de cibler la base
catalytique de I’enzyme (le Glu357) via I’amine terminale de 1’inhibiteur qui sera protonée a
pH physiologique. Il était ainsi intéressant d’obtenir sa structure 3D avec I’enzyme afin

d’¢élucider son mode d’interaction au sein du site actif et notamment son comportement via-a-

vis du Glu357.

_ _#
—OH(0") HN/\/@
|—OH o

HO— HO
—OH OH
—OH OH
- 0PO,% OPO,?
IHE type 5PAED
1,2-cis-énediolate K;=0.7%0.1 uM

Schéma 44. Structures de I'IHE « 1,2-cis-énediol(ate) » et de 5PAED (11) ; valeur de sa constante d’inhibition vs.
PGI humaine.

Toujours en collaboration avec 1’équipe de FAAM a [’I2BC a orsay, nous avons reussi a obtenir
la structure du complexe du 5PAED avec la PGl humaine (données cristallographiques : voir
annexes paragraphe 4). Les cristaux ont été obtenus par la méthode de la diffusion de vapeur. Les
gouttes suspendues (2 uL) etaient constituées d’un mélange en proportions égales d’une solution
de protéine (8 mg/mL de PGI, 20 mM de tampon Tris (pH 7.5), 50 mM de NaCl, 10% glycérol et
5 mM 5PAED) et d'une solution réservoir (28-32% PEG 4000, 200 mM de MgCl, et 100 mM de
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tampon TRIS pH 8.5). Les gouttes ont été equilibrées avec 500 uL de solution réservoir. Deux
formes de cristaux ont été obtenues : des cristaux de forme cubique sont apparus au bout de 8 2 9
jours alors que d’autres cristaux ayant 1’aspect de grosses baguettes sont apparus plus tard (17
jours) (Figure 49). Seules les baguettes ont diffracté correctement les rayons X. La diffraction de
I’un de ces cristaux de dimensions de 0.18 x 0.18 x 1.25 mm?® a généré la structure de notre
complexe hPGI-5PAED a une résolution de 2.4 A.

Figure 49. Cristaux de forme cubique (gauche) ou en forme de baguettes (droite) de la PGI humaine co-cristallisée
avec le 5PAED.

2. Résultats et discussions

2.1.  Structure générale de la PGl humaine
Le cristal obtenu par co-cristallisation de I’enzyme avec le 5SPAED a la forme d’une grosse

baguette mutliple avec une symétrie de groupe spatial quadratique P43 (a = 96.110 A, b = 96.110
A, ¢ = 271.450 A). Chaque motif est constitué par un dimére de protéine et deux monoméres
(Figure 50). Les parties complémentaires de ces monomeres se trouvent dans les motifs adjacents
étant donné que la protéine n’est active que sous forme dimérique. L’ensemble de ces motifs
constitue le réseau cristallin.

La structure générale de I’enzyme est tout a fait semblable a celle décrite dans la littérature (PDB
1IAT et 1IR1).*8'% On retrouve bien une protéine sous forme dimérique. Chague monomere,
formé de 556 acides aminés, est constitué par un large et un petit domaine (Figure 51). Le grand
domaine contenant 1’extrémité N-terminale est formé par quatre feuillets B paralleles et deux
feuillets B anti-paralleles, entourés par des hélices a. Le petit domaine est quant a lui formé par
les residus 115 a 288 : il est également constitué par 5 feuillets p parall¢les entourés d’hélices a.

Un troisieme domaine formé par les résidus 511-556 s’étend pour s’imbriquer avec I’autre
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monomere. Le site actif est situé entre le c6té C-terminal et le petit domaine : il ne peut étre

construit qu’avec I’histidine 388 de I’autre monomere.

A

Figure 50. A) Goutte contenant le cristal du complexe hPGI-5PAED (11). B) Ensemble d’unités protéiques
composants le motif cristallin.

C-terminale

Figure 51. Structure générale de la phosphoglucose isomérase humaine (complexe hPGI-5PAED). (A) Structure
d’un dim.ére de hPGI. (B) Structure d’un monomeére de hPGI : on distingue trois domaines, le grand domaine
(jaune), le petit domaine (bleu) et le domaine C-terminal (orange).
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2.2. Structures des complexes
L’analyse de la structure du complexe hPGI-5PAED obtenue par co-cristallisation a révélé un

résultat surprenant. Alors qu’une molécule de SPAED apparait bien dans I’un des sites actifs de
I’homodimeére, une molécule de 5-phospho-D-arabinonate « 5PAA » se trouve dans 1’autre site
actif de I’homodimére. De méme, une molécule de SPAED et une molécule de 5SPAA se trouve
dans chacun des deux autres monomeres. Les densités electroniques correspondent parfaitement

avec les deux composés comme le montrent la figure 52.

5PAED

, NH-
HN - .

o
HO
OH
OH
OPO,%

5PAED
K;=0.7£0.1pM

o
=0
HO
OH
OH
OPO,%

5PAA
K;=0.15%0.08 uM

NV J

Figure 52. Densité électronique de 5SPAED (A) et de 5PAA (B) pour la structure du complexe hPGI-inhibiteur

obtenu par co-cristallisation (zoom sur la partie téte).

A noter que des essais de cristallisation utilisant la méthode de trempage ont éte réalisés dans le
but d’augmenter encore la résolution. Dans cette méthode, une goutte contenant 5 mM

d’inhibiteur a été équilibrée contre 500 uL du tampon de cristallisation pendant un jour. Un
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cristal de la protéine est rapidement trempé dans la goutte d’inhibiteur. Sept heures apres, le
cristal est péché, mis dans la solution de cryoprotectant (32% PEG 4000, 200 mM de MgCl,,
100 mM de tampon TRIS pH 8.5 et 5 mM de 5PAED) pendant quelques secondes, puis congelé
directement & -180 °C. Cette méthode a conduit cette fois-ci a I’obtention d’une structure a haute
résolution (1.95 A) du complexe hPGI-5PAA. Le cristal diffracté a une symétrie de groupe
spatial orthohombique P2:2:;2; (a = 80.551 A° b = 106.947 A° c¢ = 270.405 A° avec 4
molécules de protéines (2 diméres) dans 1’unité asymétrique. La structure affinée contient donc 4
molécules de 5PAA, deux molécules de polyéthylene glycol, deux molécules de glycérol et 1472
molécules d’eau. La figure 53 montre une densité électronique correspondant parfaitement a tous
les atomes du 5PAA et plus particulierment au groupement carboxylate qui le différencie du
SPAED.
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Figure 53. Densité électronique autour du 5PAA dans le complexe hPGI-5PAA (zoom sur la partie téte).

Suite & ces résultats, une étude de la stabilité du 5SPAED par spectroscopie de RMN du *C dans
D,0 du 5PAED (11) a été réalisée en enregistrant des spectres a différents intervalles de temps
(Figure 54). Un pic correspondant au carbonyl du 5PAA (vers 179.5 ppm) est observé apres 3 h
donnant un mélange du 5PAA et de 5SPAED dans des proportions respectives de 33/66. Apres 6
h, la proportion 5PAA/SPAED est autour de 40/60. Il semble donc que le 5SPAED ne soit pas
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stable en solution aqueuse, ce qui expliquerait son hydrolyse partielle pendant la période de
temps nécessaire a sa co-cristallisation avec le PGI humaine.
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Figure 54. Spectres de RMN du **C de 5PAED dans D,0 & différents intervalles de temps (t = 0, 3 et 6 h).

On peut imaginer une hydrolyse selon le schéma suivant :

0 H i
wor  HANTTH NN HN>NH OH
-0 H,0—-0 Ho o o
HO HO HO HO

OH - OH - OH - OH

OH OH OH OH
OPO,2 OPO,2 OPO,2 OPO,2
5PAED 5PAA (H")

Schéma 45. Mécanisme proposé pour I’hydrolyse du 5SPAED.
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2.3. Site actif du complexe hPGI-5PAED
La figure 55 montre une vue globale des interactions possibles du 5SPAED avec I’enzyme. Les

acides aminés du site actif correspondent a ceux identifiés dans d’autres structures de PGl telles
RmMPGI-5PAA (PDB 1G98), RmPGI-5PAH (PDB 1KOJ) et hPGI-5PAA (PDB 1NUH). 10+
On retrouve les mémes résidus du site actif décrits précédemment avec toutefois en plus
I’implication de la Gly271. Onze résidus forment le site actif de I’enzyme et donnent un réseau
de liaisons hydrogéne avec le SPAED. Parmi ces 11 résidus, 6 résidus (Ser159, Ser209, Lys210,
Lys518, Thr211 et Thr214) participent a I’ancrage du groupement phosphate, montrant le role
important de ce groupement dans la fixation de 1’inhibiteur au sein du site actif. La Ser159 est
engagée dans une liaison hydrogéne avec I’oxygéne OS8 (2.9 A) du phosphate via son
groupement hydroxyle. Ce méme oxygene est en interaction avec 1’azote de la Lys210 & une
distance de 2.9 A. L’oxygéne O7 établit trois liaisons hydrogéne a des distances respectives de
2.9, 2.0 et 3.1 A avec les groupements hydroxyles de la Ser209 et des deux thréonines Thr214 et
Thr211. Cette derni¢re interagit également via son azote avec I’oxygene O6 du phosphate a une
distance de 3.1 A. La Lys518 est en interaction avec ’oxygéne O5 du phosphate. En effet, et
d’aprés la structure de RmPGI avec le F6P (PDB 1HOX),'%* cette lysine, qui n’interagit pas
directement avec le substrat sous sa forme cyclique, s’approche aprés ouverture du cycle pour
interagir avec le substrat sous sa forme linéaire. Cette structure vient appuyer les résultats
obtenus avec les structures déja décrites dans la littérature quant a I’importance du phosphate

dans I’ancrage de I’inhibiteur.

La structure hPGI-5PAED confirme que le résidu Glu357 est correctement positionné pour jouer
le role de la base catalytique. Celui-ci est en interaction avec ’azote N1 (2.6 et 2.9 A) du 5SPAED
qui correspond au carbone C1 du substrat (F6P) et se trouve & une distance de 3.3 A de I’atome
correspondant au C2 du glucose-6-phosphate : c’est au niveau de ces carbones que la base
catalytique arrache 1’hydrogene du substrat pour amener a I’THE de type 1,2-cis-énediolate.

La Gly271 établit, quant a elle, une liaison hydrogeéne avec 1’azote N2 du SPAED [d(NH-N2) =
2.9 A]. L’Arg272 se trouve également bien positionnée pour interagir avec ce méme azote. Ce
dernier est probablement sous forme non protonée (NH,, pK, ~ 9) afin qu’il puisse interagir avec
I’azote de ’arginine qui elle, est tres probablement protonée au site actif (pK, ~ 12). Cette étude

structurale montre que, contrairement a ce que nous avions postulé initialement, la fonction
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amine terminale de SPAED n’interagit pas avec le Glu357 via une liaison ionique, mais établit 3

LYS-210 /
B

liaisons hydrogéne avec I’Arg272 et la Gly271.

. SER-209

THR-211

SER-159
2.9

GLY-158 e
GLY-271 /,‘."-’2 ol

THR-214

HIS-388

7/
£/
7/

"GLu-s 57

Figure 55. Ensemble des interactions au site actif du complexe hPGI-5PAED. Les traits en pointillés violet
indiquent les liaisons électrostatiques (liaisons hydrogéne) détectées (distances en A).

| LYS-518

Quant au squelette polyhydroxylé, il participe via 4 liaisons hydrogéne a 1’amarrage de
I’inhibiteur au site actif. L’His388 participe a deux de ces liaisons hydrogene : elle interagit via
son carbonyle et 1’azote de I’imidazole avec les deux oxygenes 02 (2.6 A) et 04 (3.0 A),
respectivement, de 5PAED. Ce dernier correspond a 1’oxygéne cyclique O5 du F6P, ce qui
confirme le role attribué a 1’His388 issu de la structure de RmPGI-F6P (PDB 1HOX) publiée par

Jeffery et al.*™™

: I’His388 catalyse 1’étape d’ouverture du cycle du substrat en protonant
I’oxygéne furanosique du F6P ou pyranosique du G6P. La Gly158 complete le réseau de liaison

hydrogene en interagissant via son azote avec les oxygéenes O2 et O3 de I’inhibiteur.

Cette étude montre que le site actif de la PGI, comme le laissait suggérer les tests cinétiques
rapportés dans le chapitre 111, est relativement tolérant quant a la modification de la partie téte de
ses inhibiteurs, contrairement & la PMI de C. albicans.
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2.4. Site actif du complexe hPGI-5PAA
La structure du 5SPAA complexé a la PGI humaine (PDB 1NUH) a déja été publiée en 2003 par

Davies et al. & une résolution de 2.5 A.*** Notre étude structurale permet de proposer la structure

du SPAA au site actif de I’enzyme (hPGI) avec une meilleure résolution de 1.95 A, apportant
ainsi une vue précise et détaillée de toutes les interactions de I’inhibiteur au site actif de
I’enzyme (Figure 56). Un réseau étendu et complexe d’interactions lie I’inhibiteur aux différents
acides aminés et molécules d’eau constituant la poche catalytique. En plus des résidus déja
identifiés, on note la présence de 6 molécules d’eau assurant le lien entre I’inhibiteur et différents

acides aminés du site actif.

LYS-210 ssR-zy

| THR-211

1306 //¢

ARG-272

THR-214

’
' '
'

‘X 3.1
/ HIS-388
/,ﬁ.-«

Vi
”j/ GLU-357

Figure 56. Ensemble des interactions au site actif du complexe hPGI-5PAA. Les traits en pointillés violet indiquent
les liaisons électrostatiques (liaisons hydrogéne) détectées (distances en A).

En effet, la comparaison des structures RmPGI-5PAH (PDB 1K0J)!% et RmPGI-5PAA (PDB
1G98)"%? avait montré que le couple 5PAA + HOH819 mime trés bien la structure du 5PAH,
rationalisant le pouvoir inhibiteur trés proche de ces deux composés vis-a-vis de I’enzyme. Dans
notre structure hPGI-5PAA, la molécule d’eau 1347 lie le carboxylate du 5PAA a I’Arg272. Sa
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position correspond parfaitement a 1’atome O1 de I’'IHE, confirmant ainsi le role de 1’Arg272
dans la stabilisation de I’'THE 1,2-cis-enediolate formé au cours de la réaction.

La structure hPGI-5PAA rapporté ici est bien sdr trés analogue a celles décrites précédemment
pour les complexes hPGI-5PAA et RmPGI-5PAA et confirme les conclusions émises concernant
le r6le des résidus Arg272, Glu357, His388 et Lys518. Quelques informations importantes
supplémentaires peuvent cependant étre apportées : la Lys 210, en plus d’interagir directement
avec le phosphate, se trouve d’aprés notre structure en interaction indirecte avec celui-Ci via un
réseau de molécules d’eau 1306, 405, 1308 et 1293. Ce méme réseau de molécules d’eau lie le
phosphate et la Lys210 a I’oxygéne Oel du carboxylate de I’inhibiteur, qui est également en
interaction via la molécule d’eau 1300 avec la Lys518. Du fait de leur interaction avec 1’oxygene
du carboxylate qui correspond a I’oxygene O2 de I’'IHE, les deux molécules d’eau 1300 et 405
participent, en plus de I’Arg272, a la stabilisation de I’'THE cis-énediolate. Ces deux molécules
d’eau pourraient également assurer le transfert de proton entre les deux oxygenes O1 et O2 des
IHE. Toutes ces liaisons hydrogene additionnelles apportées par ce réseau de molécules d’eau au

site actif de hPGI accroient encore plus 1’affinité de 1’inhibiteur 5SPAA pour 1’enzyme hPGI.

2.5. Comparaison des deux complexes hPGI-5PAED et hPGI-5PAA
Afin de comparer le comportement des deux inhibiteurs SPAED et 5PAA au sein du site actif de

I’enzyme hPGI, la superposition structurale des deux complexes hPGI-5PAED (PDB 5NW7) et
hPGI-5PAA (notre étude) a été réalisée (Figure 57). La figure 57 montre que la plupart des
résidus du site actif se superposent trés bien excepté un changement dans 1’orientation de la
Lys518 (rmsd = 0.227) : celle-ci, bien positionnée pour interagir avec les deux oxygenes O4 et
O5 dans la structure hPGI-SPAA (vert), change un peu d’orientation pour interagir
préférentiellement avec 1’oxygéne O5 du SPAED. Une autre observation importante peut étre
soulignée : la bonne superposition de la fonction amine terminale du 5PAED de la structure
hPGI-5PAED avec la molécule d’eau 1347 (distance 1.1 A) de la structure du complexe hPGI-
5PAA. Cette molécule d’eau est le siége de 4 liaisons hydrogene avec les deux azotes de
I’Arg272 et les deux oxygenes du groupe carboxylate du 5SPAA. Celle-ci est remplacée par le
groupe NH; du 5PAED qui, en plus d’interagir avec 1’Arg272 via deux liaisons hydrogene, fait

intervenir un nouveau résidu du site actif : la Gly271.
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Le S5PAED mime ainsi tres bien le couple 5PAA + HOH1347, ce qui explique I’affinité
comparable du 5PAED (Kij= 0.7 £ 0.1 uM) et du 5PAA (K;=0.15 £ 0.08) vis-a-vis de I’enzyme.
Le S5PAED reste néanmoins un moins bon inhibiteur que le 5PAA, ceci pouvant étre expliqué par

la perte de I’interaction de la Lys518 avec I’oxygéne O4 de I’inhibiteur.

LYS-210

THR-211

THR-214

GLU-357 HIS-388 LYS-518

Figure 57. Superposition structurale des deux complexes hPGI-5PAED (en cyan) et hPGI-5PAA (en vert).

2.6. Conclusion
Les structures a haute résolution des complexes hPGI-5PAA (1.95 A) et hPGI-5PAED (2.4 A)

rapportées dans notre étude viennent confirmer et préciser les résultats obtenus a partir des
structures déja décrites dans la littérature des complexes hPGI-5PAA (PDB INUH)™, RmPGI-
5PAA (PDB 1G98)' et RmPGI-5PAH (PDB 1KOJ)'® quant a: i) la nature de la base
catalytique (Glu357), ii) I’'implication de I’Arg272 dans la stabilisation de I’IHE énediolate, iii)
le r6le de I’His388 dans 1’étape d’ouverture cyclique du substrat et iv) le role de la Lys518. Une
vue plus précise et détaillée des interactions au site actif faisant intervenir un réseau de
molécules d’eau est obtenue avec notre complexe hPGI-5PAA dont la résolution est bien
meilleure (1.95 A) que celle obtenue pour la structure correpondante publiée par Davies et al.

(2.4 A).
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Nos études structurales montrent que le 5SPAED se comporte de facon tres similaire au 5PAA au
site actif de I’enzyme hPGI. Ce résultat est plutdt surprenant considérant que le 5SPAED différe
nettement du 5PAA de part sa partie téte de type éthylenediamine. La superposition structurale
des deux complexes explique bien les valeurs proches des K; respectifs ou 1’on observe que le
5PAED mime bien le comportement du couple 5PAA + HOH1347 au sein du site actif de
I’enzyme. La fonction amine de 5PAED est essentielle pour une bonne inhibition de 1’enzyme de

part son interaction avec 1’Arg272 et la Gly271.

En conclusion, nous rapportons la synthése d’un nouveau composé potentiellement anti-
métastatique, excellent inhibiteur de hPGI-AMF ne mimant pourtant pas la fonction 1,2-cis-
¢nediolate de I’'THE, aussi bien en terme de coplanéité que du point de vue stérique. La structure
3D a haute résolution obtenue par diffraction des rayons X de cet inhibiteur au sein du site actif
de hPGI-AMF a été résolue et nous a permis de mettre en évidence son mode d’interaction

inattendu au site actif de I’enzyme et d’expliquer son fort pouvoir inhibiteur.

C-TENTATIVES DE CRISTALLISATION DES COMPLEXES
hPGI-5SPADP ET hPGI-5PAF

Des tentatives de co-cristallisation des inhibiteurs 5PADP (12) [N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-3-
(aminomethyl)ethanolamine, K; = 0.52 + 0.07 uM] et 5PAF (8) [(N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-
1-(furan-2-yl)methanamine)] avec la PGl humaine dans les mémes conditions que pour le
5PAED (11) ont été menées. L’analyse des différents complexes obtenus a différentes
résolutions a cependant révélé la présence unique du 5PAA au sein du site actif. Des essais de
cristallisation par trempage ont également été réalisés a des temps de contact trés courts avec
I’inhibiteur (< 2 min). Pour cette méthode, la goutte contenant I’inhibiteur n’a pas été équilibrée
pendant deux jours avec la solution réservoir, mais I’inhibiteur a été ajouté en poudre juste a la
fin dans le cryoprotectant contenant le cristal de la protéine pour différents intervalles de temps.
Le cristal a été par la suite congele tres rapidement a -180 °C afin de minimiser le risque
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d’hydrolyse. Malgré ces précautions, seul le 5PAA a pu étre détecté au site actif. Une étude de
stabilité des inhibiteurs en solution aqueuse par spectroscopie de RMN du *3C a été effectuée. Le
5PADP (12) s’hydrolyse lentement : aprés 13 h dans D,0O, la proportion 5SPADP/5PAA est de
65/35. Les résultats des études cinétiques du 5SPADP (12) comme celles du 5PAED (11) que
nous avons menees restent cependant valables, considérant que le temps nécessaire a la mesure
de I’IC50 est court (< 1 h) et que les solutions d’inhibiteurs sont maintenues a 0 °C avant la
mesure, diminuant ainsi le risque d’hydrolyse. Quant au 5PAF, le composé reste intact en
solution aqueuse méme 10 h dans D,O (Figure 58). La non-observation du groupe Me-
furane dans la structure 3D hPGI-5PAF est tres probablement due a une grande mobilité
de ce groupement au site actif, ce qui rend impossible ’obtention d’une densité
électronique suffisante autour de la partie téte. Seule le reste de I’inhibiteur, correspondant

a la structure du 5PAA, peut alors étre détecté.
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Figure 58. Spectres de RMN du **C du 5PAF (8) & différents intervalles de temps (t = 0, 7 et 10 h).
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CHAPITRE V

CONCEPTION D’UN BIOCAPTEUR ELECTROCHIMIQUE A
BASE D’UN MONOSACCHARIDE POUR LA DETECTION DE
L>’AMF-PGI
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1. Introduction

Le diagnostic précoce d’une pathologic permet de limiter ses effets et de débuter le plus tot
possible le traitement adapté. Le dépistage est donc percu comme étant la premiere étape menant
au traitement et éventuellement a la guérison, surtout dans le cas de graves maladies comme le
cancer. En effet, dés lors que des métastases apparaissent, 1’état de santé du patient peut
rapidement s’aggraver. Deétecter suffisamment tét les metastases associées a un mauvais
pronostic est donc un objectif prioritaire de la recherche en oncologie. Il est ainsi tres utile de
mettre en oeuvre de nouveaux marqueurs biologiques de la dissémination de la maladie
permettant de dépister les patients a haut risque de rechute. Par exemple, le PSA (prostate
specific antigen) dans le cancer de la prostate ou 1’antigéne CA 15-3 dans le cancer du sein
constituent un facteur d’évaluation du risque de progression de la maladie.’**?® Dans le méme
contexte, la périostine, une protéine secrétée par un organe cible en réponse a une tumeur peut
informer sur le risque de métastase.””*?% Les marqueurs tumoraux sont utiles non seulement
pour le dépistage d’un cancer mais aide également a suivre un patient et a évaluer sa réponse au

traitement.

Connu pour stimuler la perte d’adhésion intercellulaire en diminuant ’expression des E-
cadhérines, pour son effet anti-apoptotique, et surtout pour conférer aux cellules tumorales
des capacités migratoires et invasives (cf. introduction), le facteur de motilité autocrine (AMF)
est strictement relié a la transition épithélio-mésenchymateuse qui constitue 1’élément clé dans le
développement de métastases. Produite par une grande variété de tumeurs,’® %23 P AMF
constitue un marqueur de détection précoce de cancers. Son expression fortement corrélée a des
stades avancés et métastatiques de la maladie'?™* fait de I’AMF un marqueur de progression
tumorale pouvant servir pour une détection précoce d’une rechute ou méme pour prédire I’effet
d’un traitement mis en place apres traitement de la tumeur primitive. Développer un outil pour la
détection de I’AMF constituerait sans aucun doute une avancée scientifique dans le domaine de
la cancérologie.

En conséquence, ce dernier chapitre est consacré au développement d’un biocapteur a base d’un
monosaccharide, le 5PAED (11), pour la détection de I’AMF. La méthodologie, les différentes
étapes d’¢laboration du biocapteur ainsi que les résultats obtenus a I’issue de ce travail seront

présentés dans ce chapitre V.
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2. Biocapteurs : pour une détection simple et rapide

L’utilisation de biocapteurs est de plus en plus courante depuis plusieurs années en raison de leur
grande sensibilité, leur simplicité, leur sélectivité et leur capacité a effectuer des analyses en
temps réel. Ils constituent une solution alternative aux techniques d’analyse traditionnelles car ils
offrent la possibilité de réaliser des mesures sur site et sans préparation préalable de 1’échantillon
a analyser. Le grand succes commercial dans ce domaine est illustré par le glucomeétre qui

permet une meilleure gestion et un suivi optimisé de 1’état de santé des patients diabétiques.

Qu ’est ce qu 'un biocapteur ?

Un biocapteur est un dispositif simple permettant de convertir une réponse biologique en un
signal mesurable. Ces équipements d’analyse sont constitués d’une partie biosélective
appelée « biorécepteur », capable de reconnaitre spécifiquement I’espéce a détecter, reliée a
un transducteur pouvant transformer les modifications biochimiques induites par cette

reconnaissance, en un signal physique exploitable (Figure 59).
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Figure 59. Présentation schématique d’un biocapteur et de ses différents constituants.

Un grand nombre de biomolécules dotées de fonction de reconnaissance peuvent jouer le role de

biorécepteur. On cite ainsi les capteurs enzymatiques, immunologiques, cellulaires et les capteurs
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d’ADN qui utilisent respectivement, des enzymes, des anticorps, des cellules ou des molécules

d’ADN en tant que biorécepteur. Quant au signal généré par le transducteur, celui-Ci peut étre

électrochimique (variation de potentiel, de courant, de conductivité ou d’impédance),?*

piézoélectrique (variation de la masse),””

206

optique (variation de 1’absorption, de la fluorescence
ou des plasmons de surface)®® ou thermique.?®’ Nous nous intéresserons spécialement au cours
de notre travail aux biocapteurs électrochimiques et plus particulierement aux biocapteurs

amperométriques.

3. Biocapteurs ampérométrigues

De tels dispositifs analytiques reposent sur la présence d’une espéce électroactive immobilisée a
la surface d’un transducteur, généralement une électrode. Cette derniére est maintenue a un
potentiel fixe tel qu’a ce potentiel I’espéce électroactive est électrooxydée (ou réduite) : un
courant électrique traduisant la concentration de I’espéce a détecter est ainsi généré et pourra étre
mesuré. L’ampérométrie constitue le mode le plus utilisé pour développer de biocapteurs et ce

pour diverses applications.?*2%®

L’¢lectrode a oxygene développé par Clark et al. représente le
premier exemple de biocapteurs ampérométriques.’® Depuis, différents biosenseurs
enzymatiques de glucose reposant sur le principe de Clark ont été développés et représentent de

nos jours I’exemple typique de ce type de dispositifs. %*°

Etant donné que tous les biorécepteurs ou analytes ne sont pas intrinséquement capables de servir
de partenaires rédox, ces appareils utilisent I'électrochimie principalement médiée.?'* Dans cette
transduction de type indirecte, le médiateur rédox peut étre soit interne, constitutif du biocapteur,
soit externe, comme par exemple une solution de ferri/ferrocyanure de potassium. La premiére
méthode est cependant mieux adaptée pour une application médicale. Les dérivés du ferrocene
sont les principaux médiateurs utilises : leur avantage principal est leur bas potentiel d’oxydo-

réduction ce qui limite le risque d’interférence avec d’autres substances oxydables.

4. Exemples de biocapteurs a base de sucres

L’utilisation des sucres dans le domaine de biocapteurs existent depuis longtemps. Dans ces

dispositifs, le sucre peut servir soit comme biorécepteur soit comme analyte. La plupart des
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travaux utilisant le sucre en tant que récepteur pour la détection de biomolécules (protéines ou

212 ot les biopuces & sucres.?***® Ces derniéres

glycoprotéines) concerne la détection de lectines
connues également sous le nom de «carbohydrate microarrays » étudient des interactions
specifiques entre protéines et saccharides (mono, oligo ou polysaccharides) immobilisés en
surface. Ces dispositifs aident a la compréhension des mécanismes physiologiques et
pathologiques faisant intervenir des sucres. Pour tous ces systémes, la technique basée sur le
marquage par une molécule fluorescente de la protéine a détecter est la plus employée, suivie par
la technique de détection optique par résonance plasmonique de surface. Cette derniére, au

contraire de la premiere, permet de suivre les interactions directes entre sondes et biomolécules.

Hormis les biopuces a sucres, peu d’exemples de biocapteurs utilisant un monosaccharide en
tant que récepteur existent dans la littérature. On peut citer cependant un exemple d’un
biosenseur optique formé par 1’adsorption d’un trisaccharide li¢ a I’albumine du sérum humain
« Gala1-3Galp1-4GIcNAc-HSA» sur une plaque d’or.?™ Il sert & détecter les anticorps anti-a-
galactose exprimés par un individu au cours des xenogreffes. La détection et la formation du
complexe est suivie par résonance plasmonique de surface (SPR). Un tel dispositif permet de
prévoir un rejet de greffe lors d’une transplantation d’organes et d’éliminer du sérum humain les

anticorps spécifiques aux xénoantigénes par un régime de traitement extracorporel.

Un peu plus tard, des biocapteurs électrochimiques a base de monosaccharides ont vu le
jour.?>?22 On peut citer I’exemple du biocapteur 4 base de mannose développé par 1’équipe de
Zhang et al. qui sert a détecter les glycanes surexprimés sur des cellules cancéreuses provenant
de cancers du poumon et de la prostate.?”* Le mannose fonctionnalisé par une chaine thiolée est
greffé par adsorption sur des nanoparticules d’or enchevétrés dans un film de nanotubes de
carbones et déposés sur électrode de carbone. La détection fait appel a un systéme complexe
enzymatique et électrochimique : elle est basée sur la compétition entre les résidus mannose et
les glycanes exprimés a la surface des cellules cancéreuses pour la fixation sur des anticorps anti-
glycanes couplés a une peroxydase. Cette derniére oxyde I’hydroquinone en présence de H,0O, et
la détection est réalisée en mesurant le signal de réduction du produit d’oxydation formé par

voltampérométrie impulsionnelle différentielle (Figure 60).
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Figure 60. Représentation schématique du biocapteur électrochimique pour le dosage compétitif de [’expression du
mannose sur les cellules cancéreuses. QH, : hydroquinone, HRP : peroxydase de raifort, Con A : concanavaline A,
GCE : glassy carbon electrod, AUNP : Au nanoparticle/nanoparticules d’or, MWNT : multiwalled carbon
nanotube/multicouches de nanotubes de carbone.

Un autre exemple intéressant concerne la détection du peptide p-amyloide impliqué dans la
maladie d’Alzheimer, en utilisant 1’acide sialique comme biorécepteur. Ce dernier est immobilisé
sur des nanoparticules d’or fonctionalisées par des groupements alcynes et déposées sur
électrode de carbone, via un lien triazole. La détection électrochimique est réalisée par
voltampérométrie cyclique en suivant le signal d’oxydation de ’'unique résidu tyrosine contenu

dans la protéine pour une gamme de concentrations allant de 1 & 20 uM (Figure 61).%

S 7 .

Carbon electrode surface

Oxidation signal

Current (A)

Potential (V)

Figure 61. Les différentes étapes de construction du biocapteur électrochimique pour la détection du peptide f5-
amyloide d'aprés Chikae et al.??
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5. Biocapteur a base du F6P pour la détection de la PGI du muscle de

lapin

En 2017, le premier biocapteur électrochimique pour la détection de I’AMF a base du fructose 6-

phosphate (F6P), fut développé dans notre laboratoire.*’? Cependant, la PGI du muscle de lapin
(RmPGI) avait alors servi d’enzyme modéle de I’AMF (hPGI) pour tester le biocapteur. Cette
enzyme, posseéde en effet un haut degré de similitude (92%) avec I’AMEF et présente 1’avantage
d’étre commerciale au moment ou I’ AMF n’était pas encore produite au laboratoire.

La figure 62 résume les différentes étapes de construction du biocapteur. La premiere étape (1)
correspond a la fonctionnalisation de la surface de 1’¢lectrode d’or par électrodéposition de
I’éthyléne diamine. Cette étape sert & former des extrémités amines libres, hautement réactives a
la surface de 1’électrode. La deuxiéme étape (2) consiste a éviter les adsorptions non-spécifiques
par électrodéposition du polyéthyléne glycol aminé. Les deux étapes suivantes consistent a créer
une fonction oxyamine libre a la surface de [I’électrode par greffage chimique de
[’acide(Boc)aminoéthoxyéthanoique (étape 3) suivi d’une étape de déprotection par hydrolyse
acide de son groupement Boc (dicarbonate de di-tert-butyle) (étape 4). La déprotection libere les
fonctions oxyamines permettant ainsi le greffage chimique du biorécepteur (F6P, 10 mM) via un
lien oxime (étape 5). Afin de minimiser autant que possible les éventuelles interactions non
specifiques, les extrémités oxyamines n’ayant pas réagi ont été bloquées avec de 1’acide

pentanoique et les espaces d’or libres comblées par I’albumine de sérum bovin (étapes 6, 7).
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Figure 62. Les différentes étapes de construction du biocapteur & base de F6P pour la détection de RmPGI.*"
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L’¢lectrode est incubée pendant une heure a température ambiante avec la solution de RmPGI
pour chaque concentration désirée dans une gamme variant de 10 fM a 100 nM. L’interaction de
I’enzyme avec son substrat a été suivie par voltampérométrie a vague carré (figure 4) et

impédancemétrie dans une solution de [Fe(CN)g]*"™*

. Le biocapteur a démontré une limite de
détection de 6.6 fM et une sélectivité élevée par rapport a la D-glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PDH). La détection de la protéine dans le plasma humain a également été

démontrée et une précision de 95% a été obtenue par rapport au résultat obtenu dans le PBS.!"?

Partant du méme principe, ’AMF pourrait également étre détecté en utilisant un inhibiteur de
DUenzyme. C’est cette approche que nous avons suivie dans notre travail et qui est décrite dans

la suite de ce chapitre.

6. Biocapteur a base de 5PAED., inhibiteur de ’AMF

Notre travail consiste a détecter, cette fois-ci, non plus la PGl du muscle de lapin mais

I’ AMF/PGI humaine surexprimée et purifiée au laboratoire (cf. Chapitre I). L’objectif maitre de
ce travail est donc de réaliser un biocapteur pour la détection de la cible réelle avec un
inhibiteur de la protéine et non plus son substrat comme effectué dans la premiére approche.”
Le biorécepteur choisi est un puissant inhibiteur compétitif de la réaction catalysée par la PG, le
5PAED (11) dont la synthése a été décrite dans le chapitre I1l. En effet, avec un K; de I’ordre de
0.7 uM, 5PAED affiche une affinité vis-a-vis de la protéine bien supérieure a celle du F6P (K, =

50 uM).

6.1. Choix des différents composants du biocapteur
Pour réaliser ce biocapteur, nous nous sommes inspirées des travaux d’Anna Miodek concernant

I’utilisation d’une sonde rédox interne.””® Dans ce biocapteur, le transducteur est constitué par

un materiau conducteur, le polypyrrole, déposé sur une électrode d’or. Ce matériau est modifié

par des dendriméres PAMAM (polyamidoamine) de deuxiéme génération qui permettent

d’augmenter le nombre de fonctions amines a la surface de 1’électrode. Le ferrocene est greffé

covalement sur ces fonctions amines et sert de sonde rédox intégrée au biocapteur contrairement

au précédent travail pour lequel la détection a été faite avec une sonde rédox de [Fe(CN)e]* * en
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solution. Le schéma général du biocapteur final proposé avec ses différents constituants est

rapporté ci-dessous (Schéma 46).
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Schéma 46. Schéma général du biocapteur proposé et de ses différents constituants.

Les différents composants du biocapteur ont été choisis en fonction de leurs propriétes.

Le polypyrrole (Ppy) est un des polymeéres électroactifs les plus utilisés pour la réalisation de
biocapteurs électrochimiques du fait de sa grande conductivité électrique, sa stabilité a 1’air, et,

224225  film uniforme d’épaisseur variable

le plus important, son aptitude a étre fonctionnalisé.
peut étre obtenu par simple polymerisation électrochimique du pyrrole en solution aqueuse, ce

qui facilite sa synthése.??®

Le PAMAM, un dendrimere de polyamidoamine, est une macromolécule formée par réaction en
chaine. Il est synthétisé a partir d’éthyléne diamine ; pour chaque genération, le nombre d’amines
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double en surface du dendrimére (16 pour le PAMAM G2 et 64 pour le PAMAM G4). Le
PAMAM offre un double avantage : il permet non seulement d’augmenter considérablement la
surface active de 1’¢lectrode mais eégalement de servir comme support pour greffer la sonde

rédox a I’aide de ses extrémités amines libres.

Le ferrocene utilisé au cours de ce travail porte deux fonctions esters activées de type phtalimide
(Fc di-NHP) permettant un simple greffage covalent du ferrocéne au PAMAM et également au
sucre. Celui-ci joue le role d’une sonde rédox de part son centre fer qui est le siege d’une

réaction d’oxydo-réduction générant un courant mesurable.

Le monosaccharide (5SPAED, 11) est un inhibiteur compétitif de 1’enzyme ayant une grande
affinité pour celle-ci (Kj = 0.7 uM, Schéma 47). Il peut jouer ainsi le role de biorécepteur pour la
détection de notre protéine cible. Le SPAED ne différe de I'ITHE que par sa partie téte portant un
groupement éthylenediamine. Son extrémité N-terminale permettra son greffage a la deuxieme

fonction ester du ferrocéne.
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Schéma 47. Structures de I'IHE « 1,2-cis-énediol(ate) » et de 5SPAED (11) ; valeur de sa constante d’inhibition vs.
PGI humaine.

Le fait de greffer le 5SPAED via la fonction amine terminale entraine la perte de trois interactions
au site actif, deux avec I’Arg272 et une avec la Gly271, et donc une baisse de 1’affinité pour
I’enzyme. Cependant, d’aprés la structure du complexe hPGI-5PAED que nous avons obtenu
(Chapitre 1V), et méme des autres structures existantes dans la littérature (RmPGI-5PAA et

RmPGI-5PAH), on peut conclure que la partie essentielle pour 1’affinité de I’inhibiteur vis-a-vis
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de la protéine est la partie formée par le squelette polyhydroxylé et le groupement phosphate. Le
fait de greffer la molécule choisie a la surface de I’¢électrode via la fonction amine terminale ne
devrait pas empécher la détection de celle-ci. De plus, la fonction amine est espacée de deux
carbones de la fonction amide, ce qui rend plus accessible le reste du squelette de la molécule
pour interagir avec I’enzyme. Afin de valider la faisabilité de notre biocapteur, la structure du
site actif du complexe hPGI-5PAED en mode surface a été visualisée en utilisant le logiciel
Pymol (Figure 63). Cette figure montre bien que le groupement amine est potentiellement
accessible pour un greffage covalent a la surface du biocapteur, alors que le reste du squelette et

surtout la partie phosphate sont bien enfouies dans la protéine, validant ainsi notre approche.

Figure 63. Visualisation du site actif du complexe hPGI-5PAED par le logiciel Pymol.

Le dernier composant du biocapteur est I’éthanolamine dont le role est d’assurer la stabilité du
signal du ferrocéne. En effet, les groupements esters de celui-ci sont tres réactifs et risquent de
s’hydrolyser avec le temps. L’étape finale de la construction du biocapteur consiste alors a
remplacer les groupements phtalimido des esters libres du ferroceéne par 1’éthanolamine de fagon

a obtenir une surface uniforme et assurer la stabilité du signal mesuré.
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6.2. Etapes de construction du biocapteur :
La stratégie utilisée pour la construction du biocapteur comporte 5 étapes comme représentée sur

le schéma 48. La premiere étape (1) de I’élaboration du biocapteur correspond a la
fonctionnalisation de la surface d’or par électrodéposition du pyrrole. Une polymérisation
mettant en jeu un mécanisme de type radicalaire conduit a la formation d’un film mince de

polypyrrole a la surface d’or.
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Schéma 48. Les différentes étapes de construction du biocapteur.

La deuxiéme étape (2) correspond a la fonctionnalisation du polypyrrole par un dendrimere de
type polyamidoamine (PAMAM) par voie électrochimique. L’immobilisation du dendrimeére par
des liaisons covalentes sur le polypyrrole assure la formation de fonctions amines libres a la
surface de I’électrode. L’étape suivante (3) consiste & introduire la sonde rédox. Le ferrocene
diester est greffé covalemment sur les fonctions amines terminales du PAMAM via un lien

amide. Nous procédons par la suite au greffage chimique du biorécepteur (4). Sur le méme
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principe que le greffage du ferrocéne sur le PAMAM G2 de deuxiéme génération, un couplage
entre la fonction amine du 5PAED et la deuxieme fonction ester est réalisé. L’étape finale (5)
meéne au biocapteur final. Elle correspond au remplacement des groupements phtalimido des

molécules libres du ferrocéne par 1’éthanolamine via un simple greffage chimique.

6.3. Elaboration du biocapteur et confirmation des modifications des
surfaces

6.3.1. Activation de la surface d’or

Avant de procéder a 1’élaboration du biocapteur, un nettoyage électrochimique (ou activation)
des surfaces d’or a été réalisé systématiquement. Cette étape de nettoyage sert a éliminer tous les
contaminants pouvant persister apres 1’étape de polissage des électrodes et qui pourraient par la
suite avoir une influence sur la reproductibilité des résultats ainsi que sur les étapes de greffage
ultérieures. Pour ce faire, chaque électrode est activée dans une solution dégazée d’acide
sulfurique (0.5 M) par voltamétrie cyclique, en balayant le potentiel de 0 a 1.8 V durant 10
cycles a une vitesse de 100 mV/s. Apres chaque activation, les électrodes sont analysées dans
une solution contenant 5 mM d’ions ferricyanures [Fe(CN)e]g' et 5 mM d’ions ferrocyanures
[Fe(CN)g]* préparée dans une solution eau/KCl 0.1 M. Les voltammogrammes avant (A) et

apres traitement avec 1’acide sulfurique (B) sont représentés dans la figure 64.
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Figure 64. Analyse par voltamétrie cyclique des surfaces d’or avant (A) et aprés (B) activation par H,SO4 0.5 M.
Conditions : [Fe(CN)s]*"* 5 mM /5 cycles / vitesse = 50 mV/s.
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Les signaux d’oxydo-réduction de [Fe(CN)g]*™*

qui sont différents avant activation deviennent
parfaitement superposables aprés activation. Cette étape est primordiale car elle permet d’avoir
des surfaces toutes équivalentes et garantit une bonne reproductibilité des expériences menées

sur des électrodes différentes.

6.3.2. Dépot du film de polypyrrole

a) Mécanisme de polymérisation du pyrrole

Le film de polypyrrole se forme par électropolymérisation oxydative du monomére pyrrole.?*’

L’oxydation du pyrrole donne un radical cation. Deux radicaux cations se couplent par la suite et
conduisent par perte de deux protons a la formation du 2,2’-bipyrrole. Le méme processus se
répéte pour former des chaines plus longues et donner naissance & un film de polypyrrole a la

surface de 1’électrode d’or (Schéma 49).

- 2¢° = - 2H* H
2 H/Q\H -2 H/Q\H — =y /N\ \N/ H
H H H
-1e-
.
B NA N B
HOSN ™ 7 N7 H = H7 Ny
H H _ont H \=

Schéma 49. Mécanisme de formation du film de polypyrrole.

b) Electrodéposition du pyrrole

Une solution de pyrrole a 20 mM dans du perchlorate de lithium (LiClO4) a 0.5 M dans 1’cau est
utilisée. L’€electrodéposition est conduite par voltamétrie cyclique en balayant le potentiel de -0.4
a 0.9 V durant 2 cycles a une vitesse de 50 mV/s. Un film mince de polypyrrole se forme a la
surface de 1’électrode d’or. Le voltammogramme A présenté sur la figure 65 montre un pic

d’oxydation large vers 0.7 V qui correspond a la formation du radical cation du pyrrole. Ce pic
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diminue au cours du deuxiéme cycle témoignant du greffage de polypyrrole a la surface de
I’¢lectrode.

Afin de vérifier si la surface a bien été modifiée, une analyse par voltamétrie cyclique a été faite
dans PBS. Le voltammogramme B montre une augmentation considérable de I’intensité du
courant apres greffage du pyrrole par comparaison avec celle de la surface d’or nue. Cette
augmentation est due au fait qu’une surface conductrice plus importante améliorant le transfert

de charges est obtenue avec le film de polypyrrole.
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Figure 65. Electrodéposition du polypyrrole. (4) Voltammogramme montrant [’électrodéposition du pyrrole.
Conditions : pyrrole 20 mM dans eau/LiClO, 0.5 M , 2 cycles, 50 mV/s (B) Analyse de la surface d’or par
voltamétrie cyclique avant et aprés greffage. Conditions : PBS 10 mM / pH 7.4 / 3 cycles & 50 mV.s™.

6.3.3. Fonctionnalisation du polypyrrole par le PAMAM G2

a) Mécanisme de greffage covalent du PAMAM G2 sur le polypyrrole

Il a été récemment démontré au sein de note laboratoire que les dendrimeres de type
polyamidoamine peuvent étre attachés a un film de polypyrrole ou des nanotubes de carbone
modifiés par du polypyrrole via une simple déposition électrochimique.??%%2%° Une telle
découverte a suscité un intérét particulier puisqu’aucune modification préalable du pyrrole n’est
nécessaire offrant ainsi deux grands avantages : la simplicité et la rapidité.

230-232 a4y sur des surfaces

L’attachement des amines aliphatiques sur du carbone vitreux
métalliques®? ou méme sur des nanotubes de carbone®* est déja décrit dans la littérature. Le
mécanisme par lequel les amines s’attachent covalemment a la surface met en jeu la formation

d’un radical cation au niveau de I’azote par électrooxydation. Celui-ci pourra s’attacher
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facilement en mettant en commun son électron avec la surface. Selon le méme principe, on
suppose qu’un radical cation du PAMAM peut s’attacher a un radical cation de polypyrrole : on
assiste ainsi a la formation d’une liaison covalente entre le carbone du pyrrole et 1’azote du

PAMAM selon le mécanisme propose dans le Schéma 50.

H
7\ N e [ N
N\ Ho L
1) R—NH,"*
2) -H*
R R
NH HN H
H +
/N\ N -H B H
N\ N\

Schéma 50. Mécanisme de greffage covalent du PAMAM G2 sur le polypyrrole.

b) Electrodéposition du PAMAM G2

L’¢lectrodéposition du PAMAM G2 est réalisée dans une solution aqueuse de perchlorate de
lithium 0.5 M en effectuant un balayage du potentiel entre 0 et 1.1 V durant 3 cycles a une
vitesse de 100 mV/s. Le voltammogramme présenté dans la figure 66 (A) montre un pic
d’oxydation large vers 0.7 V correspondant a la formation du radical cation. Le pic disparait au

2°™ cycle ce qui montre que le radical cation réagit directement avec la surface au fur et a

3-/4-

mesure de sa formation. L’analyse dans une solution de [Fe(CN)g] (Figure 66, B) montre

une extinction du courant apres greffage du PAMAM par comparaison au polypyrrole tout seul.
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Ceci est di au blocage du transfert de charges 1i¢é a I’encombrement stérique apporté par le

dendrimeére.
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Figure 66. Electrodéposition du PAMAM et analyse par voltamétrie cyclique dans [Fe(CN)¢]*™. (A)
Voltammogramme montrant le greffage du PAMAM. Conditions : PAMAM 1 mM dans eau/LiClIO, 0.5 M, 3 cycles,
50 mV/s (B) Analyse de la surface d’or par voltamétrie cyclique avant et aprés greffage. Conditions : [Fe(CN)¢]*"*5

mM / 3 cycles / 50 mV.s™.

6.3.4. Greffage de la sonde rédox

Le greffage du ferrocéne est réalisé par voie chimique. Celui-ci posséde deux fonctions esters

activées ce qui facilite son couplage aux extrémités amines du PAMAM via un lien amide.
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Figure 67. Analyse de la surface d’or par voltamétrie cyclique avant (4) et aprés (B) greffage du ferrocéne.
Conditions : PBS 10 mM / pH 7.4 /50 mV.s™.,
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Pour ce faire, il suffit d’incuber 1’électrode dans une solution de ferrocéne dans 1’acétonitrile
pendant 1 h a température ambiante. Afin de Vérifier si le greffage a bien eu lieu, une analyse par
voltamétrie cyclique avant et aprés greffage a été effectuée. Par comparaison avec le
voltamogramme obtenu apres greffage du PAMAM (Figure 67A), on remarque 1’apparition d’un
signal rédox uniquement aprés greffage du ferrocéne (Figure 67B), ce qui confirme bien sa

présence a la surface du biocapteur.

6.3.5. Greffage du biorécepteur

Sur le méme principe, la deuxiéme fonction ester du ferrocene sert au greffage du biorécepteur.
L’¢électrode est incubée dans une solution de SPAED préparée dans PBS en utilisant les mémes

conditions de greffage (1 h, température ambiante).
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Figure 68. Analyse de la surface d’or par voltamétrie a vague carrée avant (A) et apres (B) greffage du 5SPAED.
Conditions : PBS 10 mM / pH 7.4 / fréquence = 2 Hz.

Un signal rédox par SWV dans PBS est observé, ce qui confirme une deuxiéme fois la présence
de la sonde rédox. Ce signal passe de 3.72 a 2.87 PA lorsque 1’on ajoute le sucre (Figure 68).

Ceci est dii a I'introduction de charges négatives (groupements phosphate) a la surface de
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I’électrode et dans une moindre mesure a un encombrement stérique, génant le transfert de
charges. En effet, le sucre est une petite molécule qui, en remplacant le groupement phtalimido
du ferrocene, ne devra pas trop influencer le transfert de charges. Cependant, une surface chargée

négativement géne évidemment le transfert d’électrons par répulsion électrostatique.

6.3.6. Blocage des esters libres du ferrrocéne par I’éthanolamine

Une fois le sucre greffé, on procéde au greffage de 1’éthanolamine toujours selon le méme

principe.
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Figure 69. Analyse de la surface d’or par voltamétrie a vague carrée avant (A) et apres (B) greffage de
["éthanolamine. Conditions : PBS 10 mM / pH 7.4 / fréquence = 2 Hz.

Cette étape qui correspond a la substitution des groupements phtalimido du ferrocene par
I’éthanolamine a pour conséquence de diminuer la géne stérique et donc de faciliter le transfert
de charges. Cela se traduit par une augmentation du courant qui passe de 2.87 a 3.12 YA lorsque

I’on ajoute 1’éthanolamine et par un déplacement du potentiel de I’ordre de 10 mV (Figure 69).
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Cette baisse du potentiel est due a une diminution de I’encombrement stérique autour du
ferrocene : étant sensible a son environnement, moins d’énergie est nécessaire pour pouvoir

I’oxyder lorsqu’il est couplé a I’éthanolamine que lorsqu’il est sous forme d’ester de type NHP.

6.4. Caractérisation des différentes étapes de construction du biocapteur
Afin de caractériser les différentes étapes de construction de notre biocapteur, nous avons eu

recours a I’analyse par microscopie a force atomique (AFM) et électronique a balayage (MEB),
par spectroscopie de photoélectrons (XPS) et par infrarouge. Les échantillons ont été préparés
sur des plaques d’or dont la surface ressemble a celle des électrodes tige du point de vue

rugosité.

6.4.1. Les résultats de I’analyse par microscopie a force atomique (AFM)

: 1"_,' ‘ " s oy
' "D v ;' "~ )
RN
PPy - PAMAM - Fc — SPAED Biocapteur complet + AMF
RMS : 4 nm RMS : 6 nm

Figure 70. Images obtenues par AFM pour les différentes étapes de construction du biocapteur.
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Pour mettre en évidence le dépot de polypyrrole, une analyse d’une plaque d’or avant et apres
électrodéposition du pyrrole a été effectuée (Figure 70). La plaque nue sur laquelle les grains
d’or sont nettement visibles se tapisse d’une couche de polymére non compacte apres
immobilisation du polypyrrole. Cette couche prenant un aspect nodulaire typique du polypyrrole
met bien en évidence son dépdt a la surface d’or. A cela s’ajoute une augmentation de la rugosité
de la surface (RMS roughness) dont la valeur passe de 4 a 7 nm. Une surface moins rugueuse est
cependant observée apres greffage du PAMAM : la valeur de la rugosité passe de 7 a 5.5 nm et la
surface devient plus lisse. Cette valeur diminue encore davantage aprés greffage du ferrocéne et
du sucre pour atteindre 4 nm. Une fois I’enzyme déposee a la surface du biocapteur, la rugosité
augmente de nouveau jusqu’a une valeur de 6 nm et la surface devient moins homogeéne. De
plus, des agrégats de protéine sont observés : ceci est d0 a la tendance de la PGI a avoir une
forme multimérique, ce qui également en accord avec les résultats cristallographiques obtenus
pour les complexes hPGI-5PAED et hPGI-5PAA ou chaque motif est formé par 4 monomeres de

protéine.

6.4.2. Les résultats de I’analyse par microscopie électronique a balayage (MEB)

PPy - PAMAM - Fc — SPAED Biocapteur complet + AMF

Figure 71. Images obtenues par microscopie électronique a balayage pour les différentes étapes de construction
du biocapteur.
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Des resultats comparables sont obtenus avec le MEB (Figure 71). Une structure en choux-fleur
met en évidence le greffage du Ppy. Peu d’informations sont visibles pour le greffage du
PAMAM, ferrocéne et sucre, a part D’apparition d’une surface plus lisse. Cependant, un
changement trés remarquable de la topographie de la surface est obtenu apres avoir mis
I’enzyme. De petites spheres correspondant a la protéine sont nettement visibles mettant en

évidence sa fixation a la surface du biocapteur.

6.4.3. Analyse par spectroscopie de photoélectrons

En plus des analyses de MEB et de I’AFM, I’XPS peut apporter des informations importantes
quant aux modifications des surfaces et leur composition chimique. Les spectres XPS obtenus
confirment la modification de la surface par le Ppy et la modification de celui-ci par le PAMAM
G2. La figure 72 montre les résultats de I'analyse XPS dans les régions carbone et azote pour les
plaques d’or modifiées avec le PPy et le PPy-PAMAM. Cingq bandes sont observés aprés
décomposition du spectre correpondant au Ppy avec des pics maximums vers 283.98 (a), 284.98
(b), 285.98 (c), 287.48 (d) et 290.58 (e) eV. Les deux pics a I'énergie la plus basse correspondent
aux carbones a et B.%° Le pic « ¢ » observé a 285.98 eV correspond aux carbones des groupes
C=N ou C-N" (polaron). Quant au large pic «d» qui apparait vers 287.48 eV, celui-Ci
correspond aux carbones de type C=N" (bipolaron) et les carbones des groupes C=0 qui peuvent
étre formés par oxydation des carbones en B de 1’azote. De plus, on peut remarquer que
I’intensité des pics des carbones a est supérieure a celle du pic correspondant aux carbones J3 :
c¢’est au niveau de ces derniers que se produit probablement la fonctionnalisation du polypyrrole.
Le dernier pic (e) a 290.94 eV, qui est beaucoup plus faible que les autres pics, pourrait étre
attribué a la transition n-n* couramment rencontrée avec les structures aromatiques et qui est
caractérisée par une énergie de liaison supérieure de 6 eV de celle correspondant a la forme
principale du carbone retrouvé dans la structure. D’autre part, la région azote du spectre de Ppy
montre un pic principal vers 399.98 eV confirmant la présence des groupements NH et C-N
neutres du polypyrrole. Une petite contribution vers 398.08 eV peut correspondre aux azotes
chargés négativement N° (ou leur forme mésomére =N). Les pics de plus haute énergie vers
401.28 et 402.58 eV correspondent aux formes chargées positivement [-NH* ou =NH™ (polaron /
bipolaron)]. Les spectres obtenus aprés fonctionnalisation du Ppy par le PAMAM montrent des

variations importantes au niveau des bandes du carbone et de 1’azote. Pour le carbone, on
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observe une augmentation de 1’intensité des deux pics ¢ et d a 286.28 et 288.28 eV correspondant

respectivement aux liaisons C-N et C=0 du PAMAM,?*® ce qui confirme sa présence & la surface

du biocapteur. Dans la région de 1’azote, on observe deux maximums vers 399.78 et 400.48 eV

qui peuvent correspondre respectivement aux groupements -NH, et aux liaisons C-N du

dendrimére, La petite contribution a 401.98 eV correspond habituellement a l'azote chargée

positivement. Ces modifications observées par comparaison des spectres obtenus pour le

polypyrrole non modifié et ceux obtenus aprés sa modification par le PAMAM confirment

I’attachement covalent de ce dernier au Ppy.
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Figure 72. Résultats de [’analyse par spectroscopie de photoélectrons pour les étapes Ppy et Ppy-PAMAM dans les

deux régions du carbone et de I’azote.

La figure 73 montre les résultats obtenus apres greffage du ferrocéne et du sucre : on remarque

I’apparition de deux pics vers 708.18 et 720.98 eV caractéristiques du fer
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eV correspondant au phosphate. Ce dernier pic indique que I’atome de phosphore est pentavalent

et correspond aux liaisons P-

0'238,239

On a pu ainsi grace a 1’étude XPS mettre en évidence la présence de toutes les espéces

constituant notre biocapteur.

Intensité

14800 o

14600 -

14400 4

14200 o

14000 4

12800 4

12800

—— Fer

708.18

720.98

T
T40

T T T T
720 720 70 Too

Energie de liaison (eV)

Intensité

580
980
940
920 -
200
880
280

840 H

|— Phosphore

133.58

142

T T T T T T T T T T T
140 138 138 134 132

Energie de liaison (eV)

130

128 128

124

Figure 73. Spectres obtenus par XPS aprés greffage du ferrocéne et du SPAED dans la région du fer et du
phosphore.

6.4.4. Analyse par spectroscopie infrarouge

L’analyse de la plaque d’or modifiée par le Ppy montre une bande vers 1567 cm’

1

caractéristiques de I’élongation des liaisons C=C ainsi que deux autres bandes vers 1052 et 1299

cm™* correspondantes 4 la vibration dans le plan des =CH.
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Figure 74. Spectres infrarouge a transformée de Fourier du Ppy et du Ppy modifié par le PAMAM.
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Quant a I’¢longation des liaisons C-N et des NH, les bandes correspondantes sont observées vers
1221 et 3264 cm™. L’apparition des deux bandes amide I (C=0) et amide I (N-H) aprés
greffage du PAMAM vers respectivement 1710 et 1540 cm™ témoigne de la fonctionnalisation
du Ppy par ce dernier. A cela s’ajoute une augmentation de I’intensité de la bande
correspondante aux NH; qui sort au méme endroit que les NH du polypyrrole. Deux bandes de
tres faible intensité correpondantes aux liaisons CH; aliphatiques apparaissent apres greffage du
PAMAM vers 2927 et 2856 cm™ (Figure 74).
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Figure 75. Comparaisons du spectre infrarouge a transformée de fourier du PAMAM avec celui obtenu aprés
greffage du ferrocene et du 5PAED (Fc-5PAED).

Peu de changements sont observés aprés greffage du ferrocene et du sucre qui sont de petites
molécules comparativement au PAMAM qui contient tant de fonctions amines et de fonctions
amides. On observe cependant un pic plus large dans la zone 3000 & 3700 cm™ qui peut étre dd &
la présence des groupements OH du sucre. Un pic vers 1046 cm™ correspondant aux C=C du
polypyrrole existe déja ce qui rend difficile de juger quant a la présence du phosphate (P-O). Un

petit pic vers 1252 cm™ sortant dans une bande trés large peut toutefois étre attribué a la liaison
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P=0 des phosphates (Figure 75). Enfin, la protéine a été déposée sur le biocapteur complet a une
concentration de 100 nM et analysée par IR : un spectre de basse qualité a cependant été obtenu,
mise & part une bande trés large correpondante aux bandes amide | et Il caractéristiques des
protéines.

6.5. Performances analytiques du biocapteur

6.5.1. Gamme de détection de PAME/PGI
La phosphoglucose isomérase humaine (hPGI) a été detectée dans une gamme de concentrations
allantde 1 pM a 1 uM.

Biocapteur
—1 pM
457 10 pM
— 100 pM

1 n
7 ——10nm
——100 nM
—1 M

| (A

-0.5 -0.a -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 J.e

E(V vs AgCl)

Figure 76. Voltammogramme a vague carrée montrant la gamme de détection de I’AMF.

Toutes les solutions ont été préparées dans du tampon HEPES 50 mM (pH 7.1) et mises en

contact avec 1’électrode pendant 10 min. Ce pH a été choisi de maniere a se rapprocher au
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maximum du pH physiologique compris entre 7.3 et 7.4. La détection a été suivie par
voltampérométrie a vague carrée (SWV) dans du tampon PBS pH 7.4. Une diminution du signal
rédox du ferrocéne au fur et a mesure qu’on augmente la concentration de la PGI est observée.
Les résultats obtenus sont rapportés dans la figure 76. On remarque que les intensités du courant
diminuent au niveau du pic d’oxydation au fur et & mesure que la concentration de I’enzyme
augmente. Cette diminution indique que le transfert de charges devient de plus en plus difficile

dd a ’encombrement stérique li¢ a la formation du complexe enzyme-inhibiteur.

6.5.2. Limite de détection

La limite de détection est la plus petite concentration d’analyte pouvant étre détectée. Pour la
calculer et pouvoir estimer la sensibilité du biocapteur, la détection a été réalisée au total sur 5

électrodes donnant des résultats similaires.

0.40
1y = 0.04488 log(x) + 0.63807
035 o
0.30
0.25
= 0.20
0.15
0.10
moyenne des écarts type = 0.0128
Q.08 Bl bR R LELELALRY | R R R
1E-12 1E-11 1E-10 E-3 1E-5 1E-T 1E-8
[AMF] /M

Figure 77. Courbe de calibration en échelle logarithmique établie a partir des résultats de la détection par

voltamétrie a vague carrée.
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Les variations du courant du pic pour chaque concentration détectée de PGI/AMF (1) par rapport
a lp (Al/lp) sont calculées. La courbe de calibration (Figure 77) représentant ces variations en
fonction de la concentration de la PGI en échelle logarithmique est une droite linéaire d’équation
y =b(x) + a.

En prenant en considéeration la moyenne des écarts type (Sa) des mesures effectuees et la pente

de la courbe de calibration (b), la limite de détection a été calculée selon la formule suivante :

x = 10(—a+35a)/b

Le facteur 3 correspond a un risque de 0.13% de conclure a la présence de la substance a détecter

alors qu’elle est absente. Une limite de détection 43fM a été calculée.

6.6. Sélectivité du biocapteur
Afin de tester la sélectivité du biocapteur, nous avons utilisé la SCG6PDH (glucose-6-phosphate

déshydrogénase de Saccharomyces cerevisiae), une enzyme intervenant dans le métabolisme du

G6P qui est également un substrat de la PGI.

E‘
=3
= 03]
0.8 -
Biocapteur
—— GEBPDH 100 pM
0.4 FPGI1100 pM
T I T I T I T I T I T I T I
-0.3 -0.2 -0.1 2.0 0.1 0.2 0.3 0.4

E(V vs. AgCl)

Figure 78. Voltammogramme a vague carré montrant la sélectivité du biocapteur vs. de I’AMF par rapport a la
G6PDH utilisées a 100 pM.
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Tout comme pour la phosphoglucose isomerase, la solution de la glucose-6-phosphate
déshydrogénase a été préparée dans du tampon HEPES / pH 7.1 et mise en contact avec le
biocapteur pendant 10 min a température ambiante. Une concentration de 100 pM a été testée.
Aprés incubation, 1’électrode est ensuite analysée par voltampérométrie a vague carrée. La figure
78 montre la superposition des courbes obtenues apres incubation du biocapteur dans 100 pM de
G6PDH et 100 pM de hPGI. Les résultats montrent que le signal du ferrocéne n’est pas modifié
apres incubation de 1’¢lectrode avec la GOPDH. Une diminution du signal est cependant observée

dans le cas de la PGI mettant en évidence la sélectivité de notre biocapteur.

7. Bilan : preuve de concept validé

Nous avons élaboré pour la premiére fois, un biocapteur a base d’un inhibiteur de nature
saccharidique pour la détection de I’AMF/hPGI, surexprimée et purifiée dans le cadre de ce
travail. Ce biocapteur a été élaboré avec un inhibiteur compétitif de la réaction catalysée par la
PGI, le 5SPAED, ayant une grande affinité vis-a-vis de la protéine. Le transducteur est constitué
d’un matériau conducteur, le polypyrrole, déposeé sur une électrode d’or, puis fonctionnalisé avec
du PAMAM G2. La sonde interne (ferrocene modifié) et le biorécepteur (5PAED) ont été
successivement greffés par voie chimique, suivi par un blocage des fonctions esters libres du
ferrocene avec de I’éthanolamine. Toutes les étapes de construction du biocapteur ont été
caractérisées et ont démontré une haute reproductibilité. Les performances du biocapteur ont été
évaluées dans du PBS dans une gamme dynamique de détection s’étendant de 1pM a 1uM. Une

limite de détection 43 fM a été démontrée.
Le biocapteur posséde une sonde interne, ce qui est plus appropriée pour une application dans le
domaine médical. La sonde étant déja intégrée, il ne suffit que d’ajouter une goutte de sang a

analyser.

En comparaison avec le biocapteur réalisé pour la détection de la PGI du muscle de lapin en

utilisant le F6P comme biorécepteur (Tableau 12), nous pouvons constater plusieurs différences.
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Tableau 12. Comparaison des propriétés des biocapteurs a base du F6P et a base du 5SPAED pour la détection de
RmPGI et de hPGI respectivement.

) ) Greffage du
Propriétés du biocapteur o
biorécepteur

o Conditions :
) Limite de )
Biorécepteur (K;) o concentration, temps et
détection
TO
F6P
Détection de la PGI du
L (substrat) 6.6 M 6 MM, une nuit 50°C
muscle de lapin
Kn=50+ 10 uM
S5PAED
) (inhibiteur)
Détection de .
Ki (compétitif) 43 fM 1pM, 1 h, T° ambiante
’AMF/PGI humaine
=0.7+£0.1uM
Kn/Ki= 71

La limite de détection est assez proche de celle obtenue avec le biocapteur a base du F6P malgré
que le 5SPAED soit 71 plus affin pour I’enzyme que son substrat. Ceci peut étre expliqué par la
perte de 3 liaisons hydrogeéne au niveau de 1’azote terminal. On souligne cependant 1’avantage de
la rapidité. En effet, le biocapteur réalisé avec le F6P nécessitait une heure de contact avec
I’échantillon contenant la protéine pour pouvoir procéder a la détection. Notre approche ne
nécessite que 10 min. De méme que pour le temps nécessaire a la conception du biocapteur :
deux jours étaient nécessaires pour la réalisation du biocapteur a base de F6P en raison d’un
greffage d’une nuit compléte a 50 °C pour le sucre. Nous avons réalisé le greffage du 5SPAED en
une heure et a température ambiante. Outre cela, nous n’avons utilisé qu’une faible concentration
de sucre (1 pM), alors que I’approche précédente nécessitait une concentration de 6 mM, soit
6000 fois plus. Ce biocapteur preésente un bon potentiel. Il est probablement possible de

I’optimiser pour obtenir une meilleure limite de détection.
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Concernant les perspectives de developpement de ce biocapteur, nous pourrions envisager
I’optimisation du greffage du ferrocene en augmentant sa concentration de fagon a ce qu’elle soit
proportionnelle au nombre de fonctions amines en surface du PAMAM G2. Une autre nécessité
sera d’augmenter la concentration du sucre : une concentration de 1 M est peut-étre insuffisante
pour fixer une couche dense de sucre et détecter des concentrations trés faibles d’enzyme. Dans
le but d’augmenter davantage la surface active du biocapteur et d’abaisser la limite de détection,
nous pouvons également envisager I’utilisation du PAMAM G4 (64 amines) a la place du
PANAM G2 (16 amines).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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Ce projet de these a comporté cing aspects :
1

Une partie synthese organique : 12 analogues de I’'THE commun des réactions catalysées
par les PMIs de type I et les PGIs, mais non mimes de sa fonction enediolate, ont été
synthétisés en une seule étape a partir du méme synthon 5PAL. Dans un but de
comparaison, le 5SPAA et le 5PAH ont été également synthétisés.

2- Une partie surexpression et purification de protéines : la PMI de Candida albicans et la
PGI humaine ont été surexprimées et purifiées.

3- Une partie évaluation cinétique : les propriétés inhibitrices des différents composés
synthétisés ont été évaluées tout d’abord sur ECPMI et RmPGI commerciales et ensuite
sur CaPMI et hPGI surexprimées et purifiées.

4- Une partie cristallisation de complexes enzyme-inhibiteur : cette étude a abouti a
I’obtention des trois structures 3D a haute resolution des complexes CaPMI-5PAHz,
hPGI-5PAED et hPGI-5PAA dont les deux premieres sont originales.

5- Une partie électrochimie a visée diagnostique : un biocapteur électrochimique a base de

5PAED a été élaboré pour la détection de la PGl humaine , un biomarqueur de cancer

métastatique.

Tous les inhibiteurs synthétisés ont été obtenus avec un rendement quantitatif. De nouveaux
inhibiteurs micromolaires des PGI ont été découverts avec des ICs allant de 1 a 30 uM. Les
meilleurs inhibiteurs sont 5PAED (11) et 5SPADP (12) portant une fonction amine terminale au
niveau de la partie téte ainsi que le dérivé furane 5PAF (8). Ils sont tous toutefois de trés mauvais
inhibiteurs de la PMI qui ne semble accepter que des analogues strictes du substrat (en terme de
taille) ou de I’'THE de type 1,2-cis-eénediolate.

Une structure 3D & haute résolution (1.8 A) du complexe CaPMI-5PAHz a été déposée dans le
PDB (5NW?7). Elle constitue la premiére structure décrite de I’enzyme avec un inhibiteur au site
actif. Grace a cette structure, nous avons pu identifier I’ensemble des résidus du site actif, leurs
emplacements tridimensionnels et le role de chacun d’eux dans I’ancrage du substrat ou de
I’THE. Cette structure a permis également de découvrir le mode de chélation du zinc par le
subtstrat ou I’IHE. Une chelation de type bidentate a été démontrée mettant en évidence le role
catalytique du zinc. Celui-ci, en polarisant la liaison C=0 du substrat, facilite la déprotonation en

215



C1 ou C2 du substrat F6P/M6P. La nature de la base catalytique impliquée dans la réaction
catalysée par la PMI de C.albicans (et les PMIs de type 1) a pu également étre identifiée. Le
résidu du site actif impliqué dans la catalyse acido-basique de 1’isomérisation F6P-M6P est un
glutamate (Glu294). La reprotonation se fait en position proS sur C1 (face Si) de I'IHE pour
donner le F6P.

De méme, la structure du complexe hPGI-5PAED a été obtenue avec une résolution de 2.4 A.
Cette structure s’ajoute a la structure du complexe hPGI-5PAA existant dans la littérature et
constitue une autre preuve quant a la nature de la base catalytique de la réaction cataysée par les
PGIs (Glu357). Nous avons pu identifier, d’aprés cette étude structurale, le mode d’interaction
du 5PAED au sein du site actif de hPGI. Le groupement NH, du 5PAED est non protoné au site
actif et est le siege de trois liaisons hydrogéne via 1’atome d’azote. Par contre, les études de
cristallisation menées sur 5PADP (12), 5SPAED (11) et 5PAF (8) ont montré la présence du
5PAA au site actif de la PGI. Une étude de stabilité de ces inhibiteurs en solution aqueuse par
spectroscopie de RMN du **C a montré que le SPADP et le SPAED ne sont pas stables et
s’hydrolysent lentement dans D,O pour donner le 5PAA. Les études cinétiques du 5PADP,
comme celles du 5PAED, que nous avons menées restent cependant valables, considérant que la
mesure de I’IC50 est rapide (< 1 h) et que les solutions d’inhibiteurs sont maintenues a 0 °C
avant la mesure, diminuant ainsi le risque d’hydrolyse. Le 5PAF, pourtant stable en solution
aqueuse, n’a pas pu étre identifié entiérement au site actif de la hPGI, sans dotite a cause de la

mobilité de sa partie téte méthylfurane.

La structure du complexe hPGI-5PAA a été obtenue avec une résolution meilleure (1.95 A) que
celle rapportée par Davies et al. en 2003 (2.5 A). Elle a permis d’obtenir une vue plus précise et
détaillée des interactions engendrées par celui-ci au site actif qui font intervenir un réseau

complexe de molécules d’eau.
Finalement, un biocapteur a base de 5PAED a été élabore pour la détection du facteur de motilité

autocrine AMF (PGI humaine) qui constitue un biomarqueur de cancer métastatique validé. La

PGI humaine a été détectée dans un tampon phosphate avec une limite de détection de 43 fM.
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Les perspectives a court terme de ce travail sont nombreuses et consisteront a :

1-

Réaliser des tests biologiques «in vivo »des inhibiteurs de 1’AMF-PGI les plus
prometteurs sur du sérum de patients sains et métastatiques afin d’évaluer leur potentiel
anti-métastatique (collaboration avec I’Institut Gustave Roussy a Villejuif).

Optimiser le biocapteur élaboré pour la détection de I’AMF-PGI en augmentant la
concentration du ferrocéne et du 5PAED et/ou en utilisant le PAMAM G4 au lieu du
PAMAM G2 dans le but d’abaisser la limite de détection.

Poursuivre les essais de cristallisation de CaPMI avec ’'un de ces substrats (BF6P ou
BMG6P) afin de valider 1’étape d’ouverture cyclique.

Obtenir le mutant de CaPMI au niveau du Glu294 et tester 1’activité enzymatique du
mutant afin de confirmer le rdle attribué a ce résidu.

Concevoir des inhibiteurs efficaces et spécifiques de CaPMI mimes du substrat linéaire et
incluant un ligand bidentate du zinc non-analogue de la fonction 1,2-cis-énediolate
(modélisation moléculaire par SIBFA, collaboration Dr. Nohad Gresh, LCT-UPMC).
Concevoir des phosphoanalogues (malonates, phosphonates...) des meilleurs inhibiteurs

de CaPMI en vue de leur évaluation antifongique.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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1. Synthése organique

1.1. Matériels et méthodes

Les spectres de résonance magnetique nucléaire du *H et du =C ont été enregistrés sur trois
appareils Bruker DPX 250, DPX 300 et Avance 360 : les fréquences respectives sont de 250, 300
et 360 MHz pour le proton 'H et de 62.5, 75 et 90 MHz pour le carbone *C. Les spectres de
RMN du P ont été enregistrés sur les appareils DPX 250 et DPX 300 & 101.2 MHz et 121.5
MHz respectivement. Les calibrations ont été effectuées en fonction du solvant utilisé (D,0) sauf
pour les spectres du 3P pour lequels la référence est interne & I’appareil. Les spectres infrarouge
a Transformée de Fourier ont été enregistrés sur un ATR utilisant un cristal de germanium. Les
spectres d'absorbtion UV-visible ont été enregistrés a 340 nm (cuves semi-micro PS pour
spectophotométrie a usage unique, volume = 1.5 mL) sur un spectrophotometre Cary 300. Les
analyses par spectrométrie de masse basse résolution (SM) ont été réalisées par electrospray en
mode d'ionisation négative sur des solutions eau-méthanol (1:1) @ 1 mg.mL™" de produit. Les
évaporations de l'eau sous pression réduite ont toujours été effectuées a une température
inférieure a 35 °C. Tous les produits finaux ont été lyophilisés et conservés a -18 °C. Les
produits commerciaux ont été utilisés sans purification supplémentaire.

1.2. Synthése des différents composés

Cf. pages suivantes.
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1.2.1. Synthése de la 5-PAL "%

a) 5-Phospho-D-arabinonate (5PAA) sous forme de sel de barium

COO0’, (Ba?*),),
HO CsHgOgP(Ba)s,
OH _ 1
OH MM = 449.0775 g.mol
OPO,%, Ba?*

Dans un ballon bicol de 50 mL contenant 1 g (1.96 mmol ; 1 éq) de 6-phosphate D-glucose de
sodium sont ajoutés 12 mL de NaOH (0.5 N ; 3 éqg). L’ensemble est purgé 5 fois avec de
I’oxygene et agité vigoureusement sous O, pendant 72 h. La réaction est ensuite arrétée et le pH
de la solution ajusté a 1.5 avec du HCI concentré (12 M). La solution est barbotée avec un
courant d’azote pendant 20 min afin de se débarrasser de I’acide formique dissous puis
neutralisée a pH = 5 avec une solution saturée d’hydroxyde de barium [Ba(OH),]. Ensuite, le sel
de barium est précipité par addition de deux volumes d’éthanol absolu. La solution est laissée
une nuit au frigo. Apreés filtration sur un fritté n°3, le solide blanc est rincé a 1’éthanol absolu
puis a I’éther diéthylique et laissé sécher a I’air libre. Aprés dessication sous vide sous P,0s, le
produit est obtenu avec un rendement de 79%.

b) 5-Dihydrogénophosphate-D-arabinono-1,4-lactone (5PAL)

OPO;H,

° Oo_1 CsHoOgP
4 HO7—0
N2 MM = 228.0939 g.mol™

OH

Le 5-phospho-D-arabinonate sous forme de sel de barium est repris dans 2.5 mL d’eau et agité
avec 1 g de résine Dowex 50WX4 (100-200 mesh) sous forme H* préalablement rincée a I’eau.
Apres dissolution complete, la solution est déposée sur une colonne de résine Dowex 50WX4
(100-200 mesh) sous forme H* et éluée avec de I’eau. 100 mL d’éluat sont récupérés et évaporés
sous pression réduite. Apres dessication sous P,Os, le produit est obtenu avec un rendement
global de 77%.

RMN C (250 MHz, D,0)
§ 175.5 (C-1), 79.1 (d, C-4, JC4p = 7.4 Hz), 73.4 (C-3), 72.2 (C-2), 63.2 (d, C-5, JCsp = 3.7 Hz)
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1.2.2. Synthése du 5SPAH*®01%

Acide 5-phosphate-D-arabinonohydroxamique

HN-OH
o C5H10NN3.209P
HO MM = 305.0875 g.mol™
OH
OH
OPO,%,2Na*

A une solution de 35 mg (0.153 mmol) de 5PAL dans 3 mL d’eau distillée sont ajoutés 94 uL
d’une solution aqueuse d’hydroxylamine a 50%. Aprés agitation pendant 10 min, la solution est
évaporée sous pression réduite. Le résidu est repris dans de 1’eau et échangé sur une colonne de
résine Dowex 50WX4 (100-200 mesh) sous forme sodique. La solution ainsi obtenue est
Iyophilisée pour donner le produit attendu sous forme d’un solide beige avec un rendement
quantitatif.

RMN 'H (300 MHz, D,0)

5 4.48 (s, 1H, H,), 3.93-3.95 (m, 1H, H3+H4+Hs), 3.74-3.78 (m, 1H, Hs:) ppm

RMN °C (300 MHz, D,0)

§ 171.5 (C-1), 70.9 (C-3), 70.3 (C-2), 69.8 (d, C-4, JC4p = 5.8 Hz), 65.0 (d, C-5, JCsp = 3.8 Hz)
ppm

RMN *'P (300 MHz, D,O) : 5 4.7 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour CsH11NOgP [M-2Na+H] = 260.0172, masse trouvée = 260.0179

IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2890 (CH), 1644 (C=0), 1564 (NH), 1080 (P-O et C-O) et 978 (P-O)

cm?
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1.2.3. Syntheése du 5PACystine (1°)

LMADS54 : bis[N-(5-phosphate-b-arabinoyl)-2-(thio)ethanamine]

6 7

C14H26N2NayO16P2S;

HN S-S NH
1=0 o MM = 696.3966 g.mol™*
HO— 2 HO
3—OH OH
4—OH OH
5L-0P0,;%,2Na* .-OP0O;%,2Na*

A une solution de 70 mg (0.307 mmol) de 5PAL dans 3 mL de méthanol anhydre sont ajoutés
119 mg de 2-(aminoethyl)thiol (1.54 mmol, 5 éq) solubilisés dans 2 mL de MeOH anhydre.
L’ensemble est agité a température ambiante pendant 1.5 h. Le solvant est ensuite évaporé sous
pression réduite puis le résidu est repris dans 2 mL d’eau. La solution est par la suite échangée
sur une colonne de résine Dowex 50WX4 (100-200 mesh) sous forme Na’. La solution ainsi
obtenue est lyophilisée pour donner le produit attendu sous forme d’un solide brun avec un
rendement quantitatif.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(70 mg, 0.307 mmol) in anhydrous methanol, 119 mg of 2-(aminoethyl)thiol (1.54 mmol, 5 eq)
dissolved in 2 mL of anhydrous MeOH were added. The reaction mixture was stirred at rt for 1.5
h. Following concentration of the reaction mixture, the residue was eluted with water on a
Dowex 50WX4 ion-exchange column (Na* form) and lyophilized to afford the desired product
with quantitative yield.

RMN *H (300 MHz, D,O)

8 4.40 (s, 1H, Hy), 3.47-3.94 (m, 1H, Ha+H,+Hs+Hs+Hg+Hy), 2.84 (t, 2H, J=5.7 Hz, H;) ppm
RMN “*C (300 MHz, D,0)

8 176.2 (C-1), 71.1 (C-3 et C-2), 70.1 (d, C-4, JC4p= 4.9 Hz), 65.1 (d, C-5), 37.9 (C6) et 36.6
(C7) ppm

RMN *'P (300 MHz, D,0) : 4.65 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour C14H29N,016P,S; [M-4Na+3H] = 607.0434, masse trouvée = 607.0434
IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2800-2897 (CH, CH,), 1642 (C=0), 1543 (NH), 1087 (P-O, C-O, C-N)
et 977 (P-0) cm™
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1.2.4. Synthése du 5PAMCystéamine (2)

LMA 84 : N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-2-(methylsulfanyl)ethanamine

HN/6\7/S\8
o C8H16NN8208PS
1
HO—|2 MM = 363.2328 g.mol™
3—OH
4—OH

5L-0OP0,;%, 2Na*

A une solution de 96 mg (0.42 mmol) de 5PAL dans 5 mL de méthanol anhydre sont ajoutés
0.15 mL de 2-(methylsulfanyl)ethylamine (1.6 mmol, 3.8 éq). L’ensemble est agité a température
ambiante pendant 1.5 h. Le solvant est évaporé sous pression puis le résidu est repris dans de
I’eau et échangé par la suite sur une colonne de résine Dowex 50WX4 (100-200 mesh) sous
forme Na'. La solution ainsi obtenue est Iyophilisée pour donner quantitativement le produit
attendu sous forme d’un solide blanc.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(96 mg, 0.42 mmol) in anhydrous methanol (5 mL), 0.15 ml of 2-(methylsulfanyl)ethylamine (1.6
mmol, 3.8 eq) were added. The reaction mixture was stirred at rt for 1.5 h. Following
concentration of the reaction mixture, the residue was eluted with water on a Dowex 50WX4 ion-
exchange column (Na* form). Then, the solution was lyophilized to afford the desired product
with quantitative yield.

RMN 'H (300 MHz, D,0)

5 4.38 (s, 1H, Hy), 3.76-3.93 (m, 1H, Hz+H4+Hs+Hs:), 3.41 (m, 2H, Hg), 2.62 (m, 2H, H;), 2.06
(s, 3H, H8) ppm

RMN "*C (300 MHz, D,0)

6 175.5 (C-1), 70.9 (C-3), 70.7 (C-2), 69.8 (C-4), 65.1 (C-5), 37.9 (C-6), 32.4 (C7), 14.2 (C-8)
ppm

RMN *'P (300 MHz, D,0) : 4.7 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour CgH17NOgPS [M-2Na+H] = 318.0413, masse trouvée = 318.0420

IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2800-2990 (CH , CH,), 1643 (C=0), 1541 (NH), et 1086 (P-O, C-O) et
976 (P-0) cm™
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1.2.5. Synthése du 5PAImM (3)

LMA 82 : N-[(5-phosphate-D-arabinoyl)-1-(imidazol-2-yl)methanamine

H
6

HN 7\ N 8 CoH14N3Na,OgP

1O N / -1

9 MM = 369.1761 g.mol

HO—2

3—OH

4—OH

5.-OP0;%, 2Na*

A une solution de 55 mg (0.24 mmol) de 5-PAL dans 5 mL de méthanol anhydre sont ajoutés
102 mg de 2-(aminomethyl)imidazole (1.05 mmol, 4.38 éq) dissous dans 1 mL de méthanol.
L’ensemble est agité a température ambiante pendant 1.5 h. Le solvant est évaporé sous pression
réduite puis le résidu est repris dans de I’eau et échangé par la suite sur une colonne de résine
Dowex 50WX4 (100-200 mesh) sous forme Na®. La solution ainsi obtenue est lyophilisée pour
donner le produit attendu sous forme d’un solide blanc avec un rendement quantitatif.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(55 mg, 0.24 mmol) in anhydrous methanol (5 mL), 102 mg of 2-(aminomethyl)imidazole (1.05
mmol, 4.38 eq) dissolved in 1 mL of anhydrous methanol were added. The reaction mixture was
stirred at rt for 1.5 h. Following concentration of the reaction mixture, the residu was eluted
with water on a Dowex 50WX4 ion-exchange column (Na* form). Then, the solution was
lyophilized to afford the desired product with quantitative yield.

RMN 'H (300 MHz, D,0)

8 6.96 (m, 1H, Hg+Ho), 4.45 (m, 1H, Ho+Hg+Hy), 3.78-3.99 (M, 1H, Ha+Hs+Hs+Hs:) ppm

RMN **C (300 MHz, D,0)

5 176.0 (C-1), 144.8 (C-7), 122.0 (C-8 et C-9), 71.0 (C-3), 70.9 (C-2), 69.9 (d, JC4p = 4.6 Hz),
65.0 (C-5), 36.3 (C6) ppm

RMN *'P (250 MHz, D,O) : 4.9 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour CgH15N30gP [M-2Na+H]™ = 324.0597, masse trouvée = 324.0600

IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2820-3000 (CH, CH2, CHaromatiques), 1652 (C=0), 1544 (NH), 1436
(C=C), 1089 (P-O, C-O, C-N), 975 (P-O) cm™
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1.2.6. Synthése du 5PAMIm (4)

LMA 88 : N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-1-(1-methylimidazol-2-ylYmethanamine

£, N
HN™ N
\
1=0 N\/Zg Ci1oH16N3NayOgP
HO— 2 MM = 383.2026 g.mol™
3—OH
4—OH

5-—O0PO03%, 2Na*

A une solution de 21 mg (0.09 mmol) de 5PAL dans 3 mL de méthanol anhydre sont ajoutés 50
mg de (1-methyl-1H-imidazol-2-yl)methanamine (0.432 mmol, 4.8 éq). L’ensemble est agité a
température ambiante pendant 1.5 h. Le solvant est évaporé sous pression réduite, puis le résidu
est repris dans de 1’eau et échangé par la suite sur une colonne de résine Dowex 50WX4 (100-
200 mesh) sous forme Na'. La solution ainsi obtenue est lyophilisée pour donner le produit
attendu sous forme d’un solide brun avec un rendement quantitatif.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(21 mg, 0.09 mmol) in anhydrous methanol (3 mL), 50 mg of (1-methyl-1H-imidazol-2-
yl)methanamine (0.432 mmol, 4.8 eq) were added. The reaction mixture was stirred at rt for 1.5
h. Following concentration of the reaction mixture, the residue was eluted with water on a
Dowex 50WX4 ion-exchange column (Na* form). Then, the solution was lyophilized to afford the
desired product with quantitative yield.

RMN 'H (300 MHz, D,0)

d 6.97 (s, 1H, Hg), 6.83 (s, 1H, Ho), 4.40-4.43 (m, 1H, Hy+H¢+He), 3.72-3.88 (m, 1H,
Hs+Hs+Hs+Hs:), 3.50 (s, 2H, Hio) ppm

RMN "*C (300 MHz, D,0)

5 176.6 (C-1), 144.5 (C-7), 126.0 (C-8), 122.8 (C-9), 71.5 (C-3), 71.2 (C-2), 70.3 (d, C-4, JCyp=
5.2 Hz), 65.2 (C-5), 35.0 (C-6), 32.5 (C-10) ppm

RMN *'P (300 MHz, D,O) : 4.8 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour C19H17N3OgP [M-2Na+1H] = 338.0754, masse trouvée = 338.0756

IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2800-3000 (CH, CH2, CHaromatiques), 1648 (C=0), 1534 (NH), 1417-1451
(C=C), 1091 (P-O, C-O, C-N), 977 (P-O) cm™
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1.2.7. Synthése du 5PAHis (5)

LMA 77 : N-(5-phosphate-D-arabinoylhistamine

N=\
6 5 NH
H1N o 8 % C10H15N3Na,OgP
HO—2 MM = 383.2026 g.mol™*
3—OH
4—OH

5.-0P0O;%, 2Na*

A une solution de 96 mg (0.42 mmol) de 5PAL dans 5 mL de méthanol anhydre sont ajoutés 184
mg d’histamine (1.68 mmol, 4 éq) dissous dans 1 mL de méthanol anhydre. L’ensemble est agité
a température ambiante pendant 1.5 h. Le solvant est évaporé sous pression réduite, puis le
résidu est repris dans de 1’eau et échangé par la suite sur une colonne de résine Dowex 50WX4
(100-200 mesh) sous forme Na. La solution ainsi obtenue est lyophilisée pour donner le produit
attendu sous forme d’un solide beige avec un rendement de 80%.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(96 mg, 0.42 mmol) in anhydrous methanol (5 mL), 184 mg of histamine (1.68 mmol, 4 eq)
dissolved in 1 mL of anhydrous methanol were added. The reaction mixture was stirred at rt for
1.5 h. Following concentration of the reaction mixture, the residue was eluted with water on a
Dowex 50WX4 ion-exchange column (Na™ form). Then, the solution was lyophilized to afford the
desired product (yield = 80%).

RMN H (300 MHz, D,0)

d 7.64 (s, 1H, H10), 6.86 (s, 1H, Hy), 4.34 (s, 1H, Hy), 3.90-3.92 (m, 1H, H3+Hs+Hs+Hs:), 3.40
(s, 2H, Hg), 2.72 (s, 2H, H7) ppm

RMN *3C (300 MHz, D,0)

5 175.3 (C-1), 135.7 (C-10), 134.3 (C-8), 117.0 (C-9), 70.9 (C-3), 70.7 (C-2), 69.9 (d, C-4, IC4p
=5.2 Hz), 65.0 (C-5), 38.8 (C-6), 25.8 (C-7) ppm

RMN *'P (300 MHz, D,0) : 4.8 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour C1oH16N3NaOgP [M-1Na] = 362.073, masse trouvée = 362.0715

IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2850-3000 (CH, CHz, CHaromatiques), 1642 (C=0), 1547 (NH), 1434
(C=C), 1085 (P-O, C-O, C-N), 974 (P-O) cm™
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1.2.8. Synthese du 5PAPIm (6)

LMA 66 : N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-3-(imidazol-1-y)propanamine

6 8 9
HN/\V\"\J\\\ 10 CllHlsNgNaZOSP
=0 SN MM = 397.2292 g.mol™
HO—2
3—OH
4—OH

5.-0OP0,%, 2Na*

A une solution de 89 mg (0.39 mmol) de 5PAL dans 5 mL de méthanol anhydre sont ajoutés
0.23 mL de 3-(aminopropyl)imidazole (1.95 mmol, 5 éq). L’ensemble est agité a température
ambiante pendant 1.5 h. Le solvant est évaporé sous pression réduite puis lyophilisé. Le résidu
est repris dans 2 mL d’eau et échangé par la suite sur une colonne de résine Dowex 50WX4
(100-200 mesh) sous forme Na’. On récupére 10 mL d’éluat. La solution est lyophilisée pour
donner le produit attendu sous forme d’un solide beige avec un rendement de 70%.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(89 mg, 0.39 mmol) in anhydrous methanol (5 mL), 0.23 ml of 3-(aminopropyl)imidazole (1.95
mmol, 5 eq) were added. The reaction mixture was stirred at rt for 1.5 h. Following
concentration of the reaction mixture, the residue was lyophilized. Then, the residu was eluted
with water on a Dowex 50WX4 ion-exchange column (Na* form). 10 mL of eluate was
recuperated. Then, the solution was lyophilized to afford the desired product (yield = 70%).

RMN *H (360 MHz, D,0O)

8 7.63 (s, 1H, Ha1), 7.08 (s, 1H, Hig), 6.95 (s, 1H, Hg), 4.36 (s, 1H, H,), 3.92-3.96 (m, 1H,
Hs+Hs+Hs+Hs+Hg+Hs), 3.14 (s, 2H, He), 1.93 (m, 2H, H;) ppm

RMN C (360 MHz, D,O)

8 175.5 (C-1), 137.8 (C-11), 127.3 (C10), 120.1 (C-9), 70.9 (C-3), 70.7 (C-2), 69.9 (d, C-4, JC4sp
= 4.9 Hz), 65 (C-5), 44.2 (C-8), 35.9 (C6), 29.6 (C-7) ppm

RMN *'P (360 MHz, D,0) : 4.7 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour C11H19N3OgP [M-2Na+H] = 352.0910, masse trouvée = 352.0914

IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2886-3000 (CH, CHy, CHaomatiques), 1642 (C=0), 1544 (NH), 1446
(C=C), 1083 (P-O, C-O, C-N), 976 (P-O) cm™
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1.2.9. Synthése du 5PAPy (7)

LMAA48 : N-(5-phosphate-bD-arabinoyl)-1-(pyridin-2-yl)methanamine

8_9
6 7
\ 10
HN N 1/1
=0 C11H15N2Na,OgP
HO— 2 .
3 —OH MM = 380.1987 g.mol
41—0OH

5 L-OP0O;%, 2Na*

A une solution de 70 mg (0.307 mmol) de 5PAL dans 1 mL de DMF anhydre sont ajoutés 0.11
mL de 2-(aminomethyl)pyridine (1.07 mmol, 3.5 éq). Apres agitation a température ambiante
pendant une heure, le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu est repris dans de 1’eau
et échangé sur une colonne de résine Dowex 50WX4 (100-200 mesh) sous forme Na'. La
solution ainsi obtenue est lyophilisée pour donner le produit attendu sous forme d’un solide beige
avec un rendement quantitatif.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(70 mg, 0.307 mmol) in anhydrous DMF (1 mL), 0.11 ml of 2-(aminomethyl)pyridine (1.07
mmol, 3.5 eq) were added. The reaction mixture was stirred at rt for 1 h. Following
concentration of the reaction mixture, the residue was eluted with water on a Dowex 50WX4 ion-
exchange column (Na™ form) and lyophilized to afford the desired product with quantitative
yield.

RMN *H (250 MHz, D,0)

8 8.20 (d, 1H, J = 6.75 Hz, Hy1), 7.58 (t, 1H, J = 7.25 Hz, Ho), 7.08-7.20 (m, 1H, Hg+Hyy), 4.28-
4.38 (m, 1H, Ho+Hg+Hy), 3.61-3.88 (M, 1H, Hs+H,+Hs+Hs) ppm

RMN “¥C (250 MHz, D,0)

8 177 (C-1), 156.3 (C-7), 148.2 (C-11), 138.2 (C9), 122.8 (C-10), 121.3 (C-8), 71.3 (C-3 et C-2),
70.2 (d, C-4, JC4p= 4.6 Hz), 65.2 (C-5), 43.8 (C6) ppm

RMN *'P (250 MHz, D,0) : 6 4.8 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour C11H16N,OgP [M-2Na+H] = 335.0645, masse trouvéee = 335.0629

IR-ET

v 3257 (OH, NH), 2820-3000 (CH, CH2, CHaromatiques), 1653 (C=0), 1540 (NH), 1400-1595
(C=C) et 1097 (P-O, C-O, C-N), 978 (P-O) cm™
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1.2.10. Synthese du 5PAF (8)

LMA 63 : N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-1-(furan-2-ylYmethanamine

6 | o
HN 7
(o)
1=0 10 C10H14NN8.209P
HO— 2 MM = 369.1728 g.mol™*
3—OH
4—OH

5L-0P05%, 2Na*

A une solution de 77 mg (0.34 mmol) de 5PAL dans 5 mL de méthanol anhydre sont ajoutés
0.16 mL de 2-(aminomethyl)furane (1.7 mmol, 5 éq). L’ensemble est agité a température
ambiante pendant 1.5 h. Le solvant est évaporé sous pression réduite puis lyophilisé. Le résidu
est repris dans de 1’eau et échangé sur une colonne de résine Dowex 50WX4 (100-200 mesh)
sous forme Na’. La solution ainsi obtenue est lyophilisée pour donner le produit attendu sous
forme d’un solide beige avec un rendement quantitatif.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(77 mg, 0.34 mmol) in anhydrous methanol (5 mL), 0.16 ml of 2-(aminomethyl)furane (1.7 mmol,
5 eq) were added. The reaction mixture was stirred at rt for 1.5 h. Following concentration of
the reaction mixture, the residue was lyophilized. Then, the residu was eluted with water on a
Dowex 50WX4 ion-exchange column (Na* form) and lyophilized to afford the desired product
with quantitative yield.

RMN H (300 MHz, D,0)

8 7.43 (s, 1H, Hig), 6.37 (s, 1H, Hg), 6.28 (d, 1H, J=3.6 Hz, Hg), 4.44 (s, 2H, He+H¢"), 4.40 (s,
1H, Hy), 3.80-3.98 (m, 1H, H3+H+Hs+Hs:) ppm

RMN *3C (300 MHz, D,0)

d 175.6 (C-1), 151 (C-7), 142.6 (C10), 110.5 et 107.2 (C-9 et C-8), 70.9 (C-3), 70.8 (C-2), 69.8
(d, C-4,JC4p=6.34 Hz), 65.1 (d, C-5, JC5p=4.1 Hz ), 35.9 (C6) ppm

RMN *'P (300 MHz, D,0) : 4.5 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour C1gH15sNOgP [M-2Na+H] = 324.0485, masse trouvée = 324.0491

IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2886-3000 (CH, CH2, CHaromatiques), 1652 (C=0), 1537 (NH), 1400
(C=C), 1096 (P-O, C-0), 976 (P-O)cm™
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1.2.11. Synthese du 5PAT (9)

LMA 57 : N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-1-(thien-2-yl)methanamine

6 / | 9
HN 7 S— 10
1=0 C1o0H14NNa,OgPS
HO—2 _ -1
2_oH MM = 385.2384 g.mol
4—OH

5L-0P03%, 2Na*

A une solution de 73 mg (0.32 mmol) de 5PAL dans 5 mL de méthanol anhydre sont ajoutés
0.197 mL de 2-(aminomethyl)thiophene (6 éq). L’ensemble est agité a température ambiante
pendant 1.5 h. Le solvant est évaporé sous pression réduite puis lyophilisé. Le résidu est repris
dans de I’eau et échangé sur une colonne de résine Dowex 50WX4 (100-200 mesh) sous forme
Na®. La solution ainsi obtenue est lyophilisée pour donner le produit attendu sous forme d’un
solide blanc avec un rendement quantitatif.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(73 mg, 0.32 mmol) in anhydrous methanol (5 mL), 0.197 ml of 2-(aminomethyl)thiophene (6 eq)
were added. The reaction mixture was stirred at rt for 1.5 h. Following concentration of the
reaction mixture, the residue was lyophilized. Then, the residu was eluted with water on a Dowex
50WX4 ion-exchange column (Na* form) and lyophilized to afford the desired product with
quantitative yield.

RMN H (300 MHz, D,0)

8 7.28 (d, 1H, J=4.2 Hz, Hag), 6.95-6.98 (m, 1H, Hg+Hy), 4.55 (s, 2H, He), 4.43 (s, 1H, H,), 3.81-
4.00 (m, 1H, Hz+Hs+Hs+Hs:) ppm

RMN *3C (300 MHz, D,0)

d 175.4 (C-1), 140.8 (C-7), 127 (C10), 125.8 et 125.4 (C-9 et C-8), 71.0 (C-3), 70.8 (C-2), 69.9
(d, C-4, JC4p=4.9 Hz), 65.0 (C-5), 37.6 (C6) ppm

RMN *'P (300 MHz, D,0) : 4.7 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour C1gH15sNOgPS [M-2Na+H] = 340.0256, masse trouvée = 340.0264

IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2879-3000 (CH, CH2, CHaromatiques), 1646 (C=0), 1530 (NH), 1428
(C=C), 1094 (P-O, C-0), 978 (P-O) cm™

232



1.2.12. Synthese du 5PASufone (10)

LMA 74 : N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-2-(methylsulfonyl)ethanamine

6 7 8
e
1 (0] CgH1sNNa,O1oPS
HO— 2 MM = 395.2316 g.mol™
3—OH
4—OH

s—0PO,2,2Na*

Une solution de méthanolate de sodium est préparée sous argon en dissolvant 129 mg de NaOMe
(2.38 mmol, 5 éq) dans 2 mL de méthanol anhydre. Cette solution est ensuite additionnée a une
solution méthanolique (5 mL) de 2-(methylsulfonyl)ethanamine hydrochloride (380 mg, 5 éq)
dissous a 35 °C. Un précipité blanc apparait (NaCl). Apres retour a temp. amb. et décantation de
la solution, on transfére le surnageant sur une solution méthanolique (3 mL) de 5PAL (108 mg,
0.47mmol) a I’aide d’une seringue purgée a 1’argon. L’ensemble est agité a temp. amb. pendant
1.5 h. Le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu est repris dans de I’eau et échangé
sur une colonne de résine Dowex 50WX4 (100-200 mesh) sous forme Na'. La solution est
lyophilisée pour donner le produit attendu sous forme d’un solide beige (rendement = 89%).

An anhydrous methanolic solution (2 mL) of NaOMe (129 mg, 2.38 mmol) was prepared under
argon. This solution was added to a methanolic solution (5 mL) of 2-(methylsulfonyl)ethanamine
hydrochloride (380 mg, 5 éq) dissolved at 35 “C through an argon-purged syringe. A white solid
precipitated (NaCl). Following decantation, the clear methanolic solution of 2-
(methylsulfonyl)ethanamine hydrochloride was then transferred dropwise to a MeOH solution (3
mL) of D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate (108 mg, 0.47 mmol) using a second argon-purged
syringe. The reaction was allowed to proceed for 1.5 h at rt. Following concentration of the
reaction mixture, the residue was eluted with water on a Dowex 50WX4 ion-exchange column
(Na* form). The solution was lyophilized to afford the desired product (yield = 89%).

RMN 'H (250 MHz, D,0)

8 4.65 (s, 1H, Hy), 3.97-4.16 (m, 1H, Hs+H,+Hs+Hs+H;+H7"), 3.72 (m, 2H, He), 3.35 (s, 3H, Hs)
ppm

RMN "*C (250 MHz, D,0)

5 175.9 (C-1), 71.2 (C-3), 71 (C-2), 70.0 (C-4), 65.0 (C-5), 53.0 (C-7), 41.0 (C8), 33.0 (C-6) ppm
RMN *'P (250 MHz, D,O) : 4.7 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour CgH17NO1oPS [M-2Na+H] = 350.0311, masse trouvée = 350.0320

IR-FT

Ez 32())0-35100 (OH, NH), 2879-3000 (CH, CH,), 1650 (C=0), 1543 (NH), 1090 (P-O, C-0), 974
P-O) cm’

233



1.2.13. Synthese du 5PAED (11)

LMA 47 : N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-2-(amino)ethanamine

6 7
HN  NH,
=0 C7H15N2Na;OgP
HO—|2 MM = 332.1559 g.mol™
3—OH
4—OH

5.—-OP0O3%, 2Na*

A une solution de 128 mg (0.56 mmol) de 5PAL dans 5 mL de méthanol anhydre sont ajoutés
0.13 mL d'ethylenediamine (2.0 mmol, 3.5 éq). Un précipité blanc apparait immédiatement.
Apres agitation a température ambiante pendant 1 h, le solvant est évaporé sous pression réduite.
Le résidu est repris dans de 1’eau et échangé sur une colonne de résine Dowex S0WX4 (100-200
mesh) sous forme Na®. La solution ainsi obtenue est lyophilisée pour donner le produit attendu
sous forme d’un solide beige avec un rendement quantitatif.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(128 mg, 0.56 mmol) in anhydrous methanol (5 mL), 0.13 ml of ethylenediamine (2.0 mmol, 3.5
eq) were added. A white precipitate appeared immediately. The reaction mixture was stirred at rt
for 1 h. Following concentration of the reaction mixture, the residue was eluted with water on a
Dowex 50WX4 ion-exchange column (Na* form) and lyophilized to afford the desired product
with quantitative yield.

RMN *H (300 MHz, D,O)

§ 4.28 (s, 1H, Hy), 3.70-3.85 (M, 1H, Hz+Ha+Hs+Hs:), 3.18 (M, 2H, He), 2.58 (t, 2H, J = 5.4 Hz,
H7) ppm

RMN “*C (300 MHz, D,0)

8 177.9 (C-1), 71.9 (C-3), 71.5 (C-2), 70.6 (d, C-4, JC4p= 5.5 Hz), 65.4 (C-5), 47.4 (C-7), 39.8
(C-6) ppm

RMN *'P (300 MHz, D,O) : 4.6 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour C;H16N20gP [M-2Na+H]™ = 287.0645, masse trouvée = 287.0650

IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2820 et 2900 (CH et CH,), 1638 (C=0), 1547 (NH) et 1090 (P-O et C-
0), 976 (P-O) cm™
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1.2.14. Synthese du 5PADP (12)

LMA 99 : N-(5-phosphate-D-arabinoyl)-3-(aminomethyl)ethanolamine

6 8
HN" " NH,
1=0 OH CgH17N>Na,OgP
HO— 2 MM = 362.1819 g.mol™*
3—OH
4—OH

5.—OP0;%,2Na*

A une solution de 54 mg (0.237 mmol) de 5PAL dans 3 mL de MeOH anhydre sont ajoutés 107
mg de 1,3-diaminopropan-2-ol (1.2 mmol, 5 éq) dissous dans du méthanol. L’ensemble est agité
a temp. amb. pendant 1.5 h. Le solvant est évaporé sous pression réduite et le produit est repris
dans de I’eau et échangé sur une colonne de résine Dowex S0WX4 (100-200 mesh) sous forme
Na®. Aprés évaporation, le résidu est additionné de méthanol jusqu’a précipitation. Le solide
blanc est filtré, repris dans de 1’eau et repassé sur une colonne Dowex 50WX4 (100-200 mesh)
sous forme sodique. La solution ainsi obtenue est lyophilisée pour donner le produit attendu sous
forme d’un solide blanc avec un rendement de 81%.

In a round-bottom flask placed under argon, containing D-arabinono-1,4-lactone 5-phosphate
(54 mg, 0.237 mmol) in anhydrous methanol (3 mL), 107 mg of 1,3-diaminopropan-2-ol (1.2
mmol, 5 éq) were added. The reaction mixture was stirred at rt for 1.5 h. Following, the residue
was eluted with water on a Dowex 50WX4 ion-exchange column (Na* form). After concentration
of the solution, methanol was added until the product precipitates. The solution was filtered and
the residue was further eluted with water on a Dowex 50WX4 ion-exchange column (Na* form).
After lyophilization, the desired product was obtained with a yield of 81%.

RMN *H (300 MHz, D,O)

8 4.40 (s, 1H, Hy), 3.75-3.93 (m, 1H, Ha+Hs+Hs+Hs+H7), 3.34 (m, 2H, Hg), 2.60 (m, 2H, Hg)
ppm

RMN **C (300 MHz, D,0)

8 176.7 (C-1), 71.6 (C-7), 71.2 (C-3 et C-2), 70.3 (d, C-4, JC4p= 5.3 Hz), 65.2 (d, C-5, JCs.p =
4.1Hz), 43.8 (C-6), 42.4 (C-8) ppm

RMN *'P (300 MHz, D,O) : 4.8 ppm

SM-HR (ESI-)

Masse calculée pour CgH1gN2OgP [M-2Na+1H] = 317.0750, masse trouvée = 317.0754

IR-FT

v 3200-3500 (OH, NH), 2820 et 2900 (CH et CH,), 1640 (C=0), 1540 (NH) et 1089 (P-O et C-
0), 977 (P-0) cm™
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1.2.15. Synthése du 5PAHZ'®1%

HN—NH,
1 fo) C5H11N2N&208P

HO— 2 M.M. = 304.1027 g.mol™*
3—OH
4—OH

5.-0OP0,;%, 2Na*

Ce produit a été déja synthétisé au laboratoire selon la procédure suivante : 468 uL d'hydrazine
monhydratée (9,64 mmol, 10 éq) sont ajoutés a 220 mg (0,96 mmol) de 5SPAL dans 1 mL d’eau
bidistillée. Apres agitation pendant 30 min, la solution est lyophilisée. Le produit est repris dans
de ’eau et passé sur une colonne Dowex Na* 200-400 mesh puis lyophilisé. Celui-ci est repris
dans 2 mL d’eau et additionné de MeOH jusqu’a précipitation. Le solide blanc est filtré, repris
dans 1’eau et lyophilisé. Le produit est obtenu sous la forme d'une poudre blanche avec un
rendement de 61%.

RMN *H (D,0)

4,48 (d, 1 H, Hy, J23= 1,5 Hz), 4,04-3,85 (m, 4 H, Ha+H,+Hs+Hs") ppm

RMN ¢ (D,0)

174,8 (C-1), 71,8 et 71,4 (C-2 et C-3), 70,8 (C-4, JC4p 6,2 Hz), 65,7 (C-5, JCsp = 4,3 Hz) ppm
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2. Tests enzymatiques

2.1. Préparation des solutions

2.1.1. Préparation du tampon HEPES 50 mM pH 7.1
3.0086 g (12.6 mmol) d’HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)piperazine-1-éthanesulfonique, M =
238.3 g.mol™) sont dissous dans 200 mL d’eau bidistillée. Le pH est ajusté a 7.1 par ajout de
soude 1 M. La solution est transférée dans une fiole jaugée de 250 mL, puis de ’cau bidistillée
est ajoutée jusqu’au trait de jauge. La solution tampon obtenue est purifiée sur un filtre de 0.22
uM et conservée a 4 °C.

2.1.2. Préparation des solutions de substrats

Le M6P, fourni sous forme de sel de baryum (M = 395.45 g.mol™, pureté 98%), est agité avec 4
g de résine Dowex 50WX4 échangeuse de cations sous forme sodique (Na*), puis passé sur une
colonne de la méme résine afin d’obtenir le sel de sodium (M = 304.1 g.mol™) correspondant,
puis lyophilisé. Le F6P sous forme de sel de sodium (2 H,O, M = 340.1 g.mol™, pureté 98%) et
le G6P sous forme de sel de sodium (M = 304.1 g.mol™, pureté 98%) sont fournis par Sigma
Aldrich et utilisés tels quels. Les solutions de M6P 100 mM, F6P 100 mM et G6P 100 mM sont
obtenues par dissolution respectivement de 30.4 mg de M6P, 34.01 mg de F6P et 30.4 mg de
G6P dans 1 mL de tampon Hepes 50 mM pH 7.1. Des dilutions sont ensuite effectuées pour
obtenir les solutions a 10 mM.

2.1.3. Préparation des solutions d’inhibiteurs
Les solutions d’inhibiteurs 10 mM sont obtenues par dissolution de I’inhibiteur dans du tampon
HEPES 50 mM pH 7.1, puis éventuellement diluées pour obtenir les solutions 1 mM et 0.1 mM.

2.1.4. Préparation des solutions d’enzymes
Toutes les enzymes commerciales sont fournies par Sigma Aldrich.

PGI de muscle du lapin :

La solution commerciale est conservée a 4 °C. 500 uL d’eau bidisillée sont ajoutés a la solution
commerciale d’enzyme. Cette solution nommée II est aliquotée par 15 pL et par 10 pL. Les
aliquots sont conservés au congélateur a -20 °C. A partir de ces aliquots, des solutions 11/100 et
11/2000 sont ensuites préparées avec du tampon HEPES 50 mM pH 7.1. Les solutions 11/100 sont
utilisées pour le test d’activité PMI a trois enzymes alors que celles de 11/1000 servent pour les
tests d’activité PGI et les mesures d’activité spécifique de 1’enzyme.

G6PDH de levure :
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La solution commerciale est conservée a 4 °C . 500 puL d’eau bidisillée sont ajoutés a la solution
commerciale d’enzyme. Cette solution nommée III est aliquotée par 15 pL et par 10 pL. Les
aliquots sont conservés au congélateur a -20 °C. A partir de ces aliquots, des solutions 111/100
sont ensuites préparées avec du tampon HEPES 50 mM pH 7.1. Ces solutions sont utilisées pour
les tests d’activit¢é PMI et PGI. Une solution ITI/1000 est également préparée et sert pour
déterminer 1’activité spécifique de I’enzyme.

PMId’E. coli :

La solution commerciale est conservée a 4 °C. Cette solution nommeée | est aliquotée par 10 pL.
Les aliquots sont conservés a -18 °C. Une solution fille 1/10 est obtenue en ajoutant 90 uL de
tampon HEPES 50 mM pH 7.1 a un aliquot de I. La solution 1/2000 utilisée dans les cinéetiques
enzymatiques est finalement obtenue en diluant 10 uL de 1/10 dans 990 pL de tampon HEPES 50
mM pH 7.1.

La PMI de Candida albicans et la PGI humaine ont été aliquotées selon exactement le méme
protocole.

2.1.5. Préparation de la solution de MgCl, 500 mM
101.65 mg (0.5 mmol) de MgCl,, 6H,0 (M = 203.3 g.mol™) sont dissous dans 1 mL de tampon
HEPES 50 mM pH 7.1.

2.1.6. Préparation de la solution d’EDTA 50 mM
18.61 mg (0.05 mmol) d’acide éthylénediamine tétraacétique (EDTA, 2H,0, 372.2 g.mol™) sont
dissous dans 1 mL de tampon HEPES 50 mM pH 7.1.

2.1.7. Préparation de la solution de NADP" 40 mM
15.3 mg (0.02 mmol) de B-nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP™) sous forme de
sel de sodium (M = 765.39 g.mol™, pureté 98%) sont dissous dans 500 pL de tampon HEPES 50
mM pH 7.1.

2.2. Mode opératoire des différents tests cinétiques

2.2.1. Méthode générale pour les tests PMI/PGI/G6PDH et PGI/G6PDH
Pour I’étude de I’inhibition de la PMI, les mesures de cinétique utilisant le test a trois enzymes
PMI/PGI/G6PDH sont réalisées en présence du substrat M6P (concentration égale au Ky, en cas
de mesure d’IC50 et autour de K, en cas de mesure de Kj), de 6 mU de PMI (enzyme 1), 0.6 U de
PGI (enzyme 11), 0.6 U de G6PDH (enzyme I1l), de MgCl; a une concentration de 5 mM et de
NADP" & une concentration de 0.4 mM et éventuellement avec et sans inhibiteur. Toutes les
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cuves contenant tous les autres éléments sauf la PMI sont incubées 6 a 7 min dans le
compartiment de spectrophotometre a 25 °C. Ce temps d’incubation sert, d’une part, a
I’équilibration des cuves en température, et d’autre part, @ la consommation des sucres résiduels
(comme le G6P et le FOP) présents dans la solution de M6P. Aprés ce temps d’incubation, la
PMI est ajoutée, et les cuves sont agitées par va-et-vient au pipetman de 1000 uL. La cinétique
est suivie en mesurant 1’absorbance a 340 nm pendant 3 min (10 min au total). La mesure de la
pente donne acces a la vitesse initiale de la réaction catalysée par la PMI : Vinitiale = Pente / 6.22
(mM.min™).

Mesure de ’activité PMI

A=340nm:e=6220 M1cm?
V/ app- NADPH = Vo Reaction
.
0P032' 0P032' 0P°32' NADP
HO PMI o. OH PGI
HO 0 — HO ~——~ HO o N
Ho Ho
oH 0.006 U OH 06U HO "OH .
OH
M6P F6P G6P 6PGL

Schéma 51. Principe du test enzymatique PMI/PGI/G6PDH pour la mesure de [’activité PMI.

Pour I’¢tude de la PGI, les mesures de cinétique utilisant le test PGI/G6PDH sont réalisées en
présence de substrat F6P, de 6 mU de PGI, de 0.6 U de G6PDH, d’EDTA a une concentration de
1 mM et de NADP* a une concentration de 0.4 mM avec et sans inhibiteur. Le protocole utilisé
est le méme que dans le cas de la PMI.

Mesure de ’activité PGI:

A=340nm:e=6220 M1cm?

\/ app. NADPH —

NADP* | NADPH + H]
OPO;* OPO,* OPO,2

o OH PGI HO fo) E G6PDH<‘ HO (o]
HO HO HO
OH 0.006 U 0.6U o

HO 'OH HO
OH

Fé6P Go6P 6PGL

VO Réaction

Schéma 52. Principe du test enzymatique PGI/G6PDH pour la mesure de [’activité PGI.

2.2.2. Mesure des activités spécifigues
Les mesures des activités spécifiques (AS) sont réalisées pour des concentrations en substrat
largement supérieures au Kp, (2-5 mM). En effet, lorsque le substrat est en concentration toujours
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saturante, Vo ne peut étre que proportionnelle a [ES], c’est-a-dire a [E] elle-méme ou autrement
dit au volume d’enzyme ajouté. La représentation des activités totales (AT = An/At = ADO/6.22
avec € = 6220 M'l.Cm'l) en fonction du volume de solution d’enzyme ajouté (Tableau 13, Graphe

8) donne acces a I’activité spécifique de la solution étudiée (AT = ASsoiution-Vsolution)-

Tableau 13. Volumes utilisés pour la mesure des activités spécifiques des solutions 1/1000, 11/2000, 111/2000.

G6PDH RmPGI ‘11/1000° EcPMI ‘1/1000°
‘I11/1000° (ou hPGI) (ou CaPMI)
V(M6P) en pL (solution 0.1 M) 20
V (F6P) en pL (solution 0.1 M) 50
V (G6P) en pL (solution 0.1 M) 50
V (MgCl,) en pL (solution 0.5 M) 10 10 10
V (NADP") en L (solution 40 mM) 10 10 10
V (111/100) en pL 100 100
V (11/100) en puL 40
Tampon HEPES 50 mM pH 7.1 gsp 1 mL
5, 10, 15, 20, 30 pL de la solution d’enzyme étudiée (Vsoiution)

Les volumes de II/100 et III/100 varient d’une cinétique a une autre selon 1’activité spécifique
des lots d’enzymes I et II utilisés, de maniére a avoir exactement 0.6 U. Pour chaque mesure, la
quantité du tampon HEPES est ajustée pour avoir un volume total de 1 mL.

0.024

AS =6.10" (U/uL)

0.022 ]
0.020 ]
0.018 ]
0.016 ]
0.014 ]
0.012 ]

0.010

AT (umol.min™)

0.008
0.006
0.004

0.002

0.000 T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

volume (/1000) (uL)

Graphe 8. Mesure de [’activité spécifique d’une solution de G6PDH (111/1000).
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2.2.3. Mesure des 1Cs
La détermination des ICsq est réalisée en se placant & une concentration fixe en substrat, en
général proche du Ky. Des quantités croissantes d’inhibiteur sont introduites, et on mesure le

pourcentage d’activité enzymatique résiduelle pour ces différentes concentrations. La
représentation du % du rapport des vitesses initiales Vy’/Vq en fonction de la concentration en
inhibiteur donne une courbe exponentielle descendante : la concentration d’inhibiteur pour
laguelle la vitesse apparente Vo’ est égale a la moitié de la vitesse initiale Vg est appelée ICso. Un
exemple des quantités utilisées pour la mesure d’une ICsg est présenté dans le Tableau 14.

Tableau 14. Protocole expérimental suivi pour la mesure de I'IC50 du 5PAMIm vs PGI du muscle de lapin.

[SPAMImM] OuM | 1pM | 5uM | 10 uM | 30 uM | 50 uM
V (F6P) en uL (solution 10 mM) 10 10 10 10 10 10
V (5PAMIm) en pL (solution 0.0l mM) | 0 10 50 | 100 | 300 | 500
V (MgCl,) en uL (solution 0.5 M) 10 10 10 10 10 10
V (NADP®) en puL (solution 40 mM) 10 10 10 10 10 10
V (EDTA) en uL (solution 50 mM) 20 20 20 20 20 20
V (111/100) en pL (solution 0.1 mM) 100 | 100 | 1200 | 1200 | 100 | 100

V (11/100) 6 6 6 6 6 6

V/(tampon) en pL 844 | 834 | 794 | 744 | 544 | 344
Vo'lVo (%) 100 | 79.46 | 4356 | 28.66 | 13.05 | 7.03

2.2.4. Mesures de K; et détermination de la nature de I’inhibition
Pour une concentration fixe d’inhibiteur, des cinétiques sont réalisées en faisant varier la
concentration en substrat sur des valeurs autour du K, (Tableau 15).

Tableau 15. Exemple d’une série de mesures pour la détermination du K; du 5PAF vs. PGl du muscle de lapin.

[Inhibiteur 5PAF] =1 pM
[Substrat F6P] 50 uM | 100 pM | 150 pM | 200 pM

V(F6P) en pL (sol. 10 mM) 5 10 15 20
V(inhib) en pL (sol. 0.1 mM) 10 10 10 10
V(MgCl,) en pL (sol. 0.5 M) 10 10 10 10
V(NADP") en pL (sol. 40 mM) 10 10 10 10
V(111/100) en pL 100 100 100 100

V/(11/1000) en pL 6 6 6 6
Tampon 859 854 849 844
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Cette opération est répétée pour différentes concentrations d’inhibiteur. Pour chaque
concentration, la droite de Lineweaver-Burk 1/V, = f(1/[S]) est tracée et donne une pente.
L’abscisse a I’origine du graphe pente = f([I]) donne acceés a la valeur du K (-Kj).

2.2.5. Controéle de la validité du test a trois enzymes
Lorsque 1’on est en présence d’un inhibiteur de PGI, il convient de vérifier que la vitesse
observée est bien celle de la réaction catalysée par la PMI et non celle de la réaction catalysee
par la PGI. Pour cela des contrdles sont réalisés : pour une concentration donnée en inhibiteur, la
quantité d’enzyme de couplage (PGI) ou de PMI est augmenteée, et la pente mesurée (Tableau
16). La vitesse ne doit pas varier avec la quantité d’enzyme de couplage. En revanche, elle doit
varier avec la quantité de PMI introduite.

Tableau 16. Mesures de contrble réalisées dans le cas de I’inhibition de la PMI d’E. coli par le dérivé SPAT.

[Inhibiteur 5PAT] = 300 uM

V M6P 10 mM (uL) 40 40 40

Vinhibiteur 10 mM (uL) 30 30 30

VMgCl, 0.5 M (L) 10 10 10

V NADP* 40 mM (uL) 10 10 10

V 1/100 (uL) 15 15 60

V 11/100 (uL) 40 160 40

V 111/1000 (pL) 100 100 100

V(tampon) en uL 755 635 710
Pente (min™) 0.01758 0.01744 0.04696

3. Surexpression de protéines

3.1. Milieux de culture
Les souches E. coli sont cultivees en milieu riche :
- Liquide Luria Bertina (LB) : contenant 10 g de Tryptone, 5 g d’extrait de levure, et 10 g
de NaCl par litre de solution. (milieu destiné aux précultures).
- Liquide Terrific Broth (TB) : contenant 12 g de Tryptone, 24 g d’extrait de levure et 4
mL de glycérol par litre (milieu destiné aux cultures).
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- Liquide SOC stérile prét a I’emploi (Thermofisher scientific): contenant 2% de tryptone,
0.5% d’extrait de levure, 10 mM de NaCl, 2.5 mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de
MgSQO, et 20 mL de glucose (milieu utilisé pour les cultures bactériennes fraichement
transformeées).

- Solide : LB supplémenté de 15 g d’agar. Apreés stérilisation a 1’autoclave, 1’ampicilline
est ajouté pour une concentration finale de 100 pug/mL.

Les milieux de cuture liquide LB, et TB sont sterilisés par autoclavage a 120 °C pendant 20 min.

3.2. Souches bactériennes

- La souche E. coli DH5a (Invitrogen®) : cette souche est utilisée pour I’ensemble des
manipulations de biologie moléculaire. Elle est déficiente en endonucléases (endA), ce
qui améliore la qualité des préparations d’ADN. D’autre part, la mutation sur le géne
recA, la rendant déficiente pour la recombinaison homologue, évite les risques de
mutations du plasmide au cours de sa préparation.

- La souche E. coli BL21(DE3) est commercialisée par Sigma Aldrich. Cette souche a la
particularité, comme toutes les souches E. coli, d’étre dépourvue de la protéase
majoritaire, codée par le gene lon, qui catalyse le clivage endoprotéolytique des protéines
recombinantes de la cellule. Ce systeme est donc particulierement adapté pour la
production de protéines hétérologues intégres.

3.3. Tampons/ hPGlI

- Tampon de lyse : 50 mM Tris HCI pH 7.39, 300 mM NaCl, 10% glycérol, 1% triton X-
100.

- Tampons d’élution :

e A :50mM Tris HCI pH 7.39, 300 mM NaCl, 100 mM imidazole.

e B :50mM Tris HCI pH 7.39, 300 mM NaCl, 200 mM imidazole.

e C:50mM Tris HCI pH 7.39, 300 mM NaCl, 400 mM imidazole.

- Tampon de lavage : 50 mM Tris HCI pH 7.39, 300 mM NacCl, 20 mM imidazole.

- Tampon final de la protéine : 20 mM Tris HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 10% glycérol.

3.4. Tampons/ CaPMI

- Tampon de lyse : 50 mM Tris HCI pH 8, 300 mM NaCl, 10% glycérol, 1% triton X-100.
- Tampon d’élution : 50 mM Tris HCI pH 8, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole.
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- Tampon de lavage : 50 mM Tris HCI pH 8, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole.
- Tampon final de la protéine : 20 mM Tris HCI pH 8.5, 150 mM NacCl.

3.5. Stocks de plasmides

- Transformation des bactéries DH5a par le plasmide contenant le géne de CaPMI
(ou hPGI) :

Le plasmide ou I’ADN fourni en poudre est sorti du congélateur et mis directement dans la glace
puis dissous dans 50 pL du tampon TE-EF (10 mM Tris.HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA). Sa
concentration est mesurée en utilisant Nanodrop 2000 (volume = 2 uL) pour s’assurer qu’il est
bien en solution (le blanc est effectué avec 2 uL de tampon TE-EF).
On sort le tube contenant les bactéries DH5a du congélateur (-80 °C), et on le met directement
dans la glace jusqu’a décongélation. A coté de la flamme, on prend 50 uL de la solution de
bactéries dans un Eppendorf que 1’on met directement dans la glace. Toujours dans un milieu
stérile, 2 uL de la solution du plasmide sont transférés a la surface de la suspension bactérienne
(sans faire le va-et-vient). On mélange par un coup de main et on remet I’Eppendorf dans la
glace pour 30 min. La solution de bactéries est retournée a -80 °C et la solution de plasmide a -18
°C. Dans ce temps, on commence a préchauffer le bain marie (42 °C) et le milieu « SOC »
nutritif a 37 °C. Aprés 30 min dans la glace, le choc thermique est initié lorsque les bactéries
sont placées pendant 20 s a 42 °C (ne pas remuer ou agiter les tubes). Aprés ce laps de temps,
I’Eppendorf est immédiatement remis dans la glace. 200 uL du milieu SOC sont ajoutés puis le
mélange est incubé pendant 1 h a 37 °C sous agitation a 225 rpm. On sélectionne les bactéries
ayant intégré le plasmide en étalant les cellules (200 uL) sur une boite de Pétri constituée du
milieu autoclavé LB agar (Luria bertani agar) additionné d’ampicilline (100 pg/mL). Leur
croissance est maintenue pendant une nuit a 37 °C. Les colonies obtenues sont repiquées, mises
en culture liquide dans du milieu LB autoclavé (100 mL) contenant de I’ampicilline a une
concentration de 100 pg/mL , pendant encore une nuit a 37 °C, sous agitation. Une solution
trouble indique que les bactéries ont bien poussé.

3.6. Purification de ’ADN

La purification de ’ADN a été réalisée selon le Kit « Nucleobond® Xtra EF plasmid
purification» (high copy plasmid purification ; Midi pour une culture de 100 mL). L’ADN est
extrait par lyse des bactéries avec une solution alcaline (SDS, NaOH < 2%). La purification se
fait sur une colonne Nucleobond® échangeuse d’anions (I’ADN par la charge négative de ses
phosphates se fixe sur la résine puis I’élution se fait avec un tampon d’élution « ELU-EF »
contenant de sels et d’isopropanol). L’ADN est précipité par ajout d’isopropanol puis mis en
solution dans le tampon TE-EF (le volume est ajouté progressivement jusqu’a ce que I’ADN
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devient soluble, on commence habituellement par ajouter 50 uL de tampon, si on voit que I’ADN
n’est pas bien solubilisé, on rajoute encore de tampon).

3.7. Surexpression des protéines recombinantes - culture de 100 mL

On se sert du stock de plasmide prélablement préparé pour réaliser la transformation de la souche
d’E.coli BL21(DE3) dont le protocole est similaire a celui utilisé pour la souche DH5a sauf que
le choc thermique est réalisé pendant 45 s au lieu de 20 s.

Une colonie de bactéries BL21(DE3) transformées par le plasmide pRSET-C/CaPMI
recombinante est cultivée (37 °C, 225 rpm) dans du milieu LB (50 mL) complémenté en
ampicilline (100 pg/ml). A partir de cette préculture, une culture au 1/100 *M¢ dans un milieu TB
(2 mL du milieu LB dans 100 mL de milieu TB) supplémenté toujours en ampicilline (50
pg/mL) est lancée. La surexpression est induite par ajout d’IPTG (0.3 mM dans le cas de CaPMI
et 0.5 mM dans le cas de hPGI) lorsque la D.O. a 600 nm de la cuture atteint une valeur entre 0.6
et 0.8. Les bactéries sont ensuite mises 3 h sous agitation a 30 °C puis a 25 °C toute la nuit.

Selon le méme protocole, un stock de bactéries ayant intégré le plasmide est préparé : 200 uL de
glycérol stérile sont ajoutés a 1 mL de la culture bactérienne et les bactéries sont stockées a -80
°C.

3.7.1. Lyse des bactéries

Aprés induction, les bactéries sont centrifugées a 6000 rpm pendant 15 min. Le culot est
récupéré et repris dans le tampon de lyse (50 mL de tampon de lyse pour 100 mL de culture) puis
650 pL (1/10 du volume du lysat) d’une solution de lysozyme (10 mM) sont ajoutés. Une fois la
solution devenue visqueuse, 2 uL de benzonase sont ajoutés (solution commerciale, on ajoute
normalement 15 uL pour 50 mL de lysat) . La solution est ensuite soniquée aux ultrasons
pendant 8 min (15 s sonication / 30 s repos, sonde de taille moyenne 1/2, amplitude 50%). Les
débris bactériens sont éliminés par centrifugation (10000 g, 45 min, 4 °C).

3.7.2. Purification des protéines surexprimees

3.7.2.1.  Purification de CaPMI
CaPMI a éte purifiée par chromatographie d’affinité au nickel sur une colonne HisTrap HP de 5
mL (GE healthcare life sciences) sur AKTA prime plus. La colonne est lavée tout d’abord a I’eau
afin d’enlever 1’éthanol, équilibrée avec 25 mL de tampon d’¢lution puis lavée de nouveau avec
25 mL de tampon de lavage (50 mM Tris HCI pH 8, 20 mM imidazole et 300 mM NacCl). Le
surnageant est ensuite déposé et I’élution est réalisée par un gradient croissant d’imidazole de 0 a
100% avec le tampon d’élution (50 mM Tris HCI pH 8, 250 mM imidazole et 300 mM NacCl).
Les élutions de purification sont analysées par électrophorese sur gel polyacrylamide en
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conditions dénaturantes (SDS-PAGE 12%). Les fractions contenant les protéines d'intérét sont
rassemblées et dialysées contre un tampon 20 mM Tris HCI pH 8 et 20 mM NaCl, puis
concentrées et déposées sur la colonne mono Q® HR 16/10 échangeuse d’anions. La colonne a
été préalalement préparée avec du NaCl 1M et lavée par la suite avec un tampon contenant 20
mM Tris HCI pH 8.5. L’élution est réalisée avec un gradient de NaCl de 0 a 1 M. La protéine est
sortie quand la concentration en NaCl a atteint une valeur de 150 mM (14,8%). La protéine est
alors dans un tampon final contenant du NaCl a une concentration de 150 mM et du Tris 20 mM
a pH 8.5. La protéine a été ensuite analysée par éelectrophorése sur gel polyacrylamide : le gel
révéle la présence d’une protéine pure de poids moléculaire autour de 50 kDa. Les fractions ont
été rassemblées, concentrées (7000 g, 30 min), puis aliquotées et conservées a -80 °C.

3.7.2.2.  Purification de hPGI

Le surnageant contenant les protéines totales bactériennes est passé sur une colonne contenant
une résine Ni-NTA préalablement équilibrée avec du tampon de lyse. La résine (3 mL) est lavée
a I’eau et ensuite équilibrée avec 15 mL (5 fois le volume de la résine) de tampon de lyse. Le
surnageant est déposé, puis la résine est lavée de nouveau avec 15 mL de tampon de lyse et 40
mL de tampon de lavage. La protéine recombinante est éluée successivement avec les tampons
d’¢lutions A, B et C (15 mL chacun). Les élutions de purification sont analysees par
électrophorese (SDS-PAGE) sur gel dacrylamide 12%. Les fractions contenant la protéine
(tampons d’élution A et B) sont collectées et concentrées. Une derniére étape de
chromatographie d’exclusion (S200 Superdex HR 16/60, GE Healthcare) est réalisée dans le
tampon final de la protéine (20 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 10% glycérol). Les fractions
contenant la protéine sont collectées, concentrées (7000 g, 30 min), aliquotées et conservées a -
80 °C.

3.8. Gel SDS-PAGE

3.8.1. Gel de séparation

Les deux protéines que nous avons produites ayant des tailles comprises entre 45 et 65 kDa, les
gels de séparation utilisés étaient a 12% d’acrylamide. Pour ce faire, dans une fiole a vide munie
d’un barreau aimanté sont placés : 4 mL de solution A (solution stock d’acrylamide : 30% (m/v),
0.8% (m/v) bis-acrylamide), 2.5 mL de solution B (Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 0.4 %), et 3.5
mL d’eau bidistillée. La solution est dégazée par agitation sous vide. Puis 5 uL de TEMED (sous
la hotte) et 50 pL de persulfate d’ammonium a 10% (m/v) sont ajoutés pour que le gel
polymérise. Une fois le gel coulé entre les plaques de verre et avant sa polymeérisation, il est mis
a I’abri de I’air par dépot d’une fine couche d’eau bidistillée au-dessus.

3.8.2. Gel de concentration
Ce gel a 4% d’acrylamide sert, comme son nom 1’indique, a conserver les échantillons déposés
avant la migration résolutive. Pour ce faire, toujours dans une fiole a vide munive d’un barreau
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aimanté sont placés: 1.32 mL de solution A (solution stock d’acrylamide: 30% (m/v)
acrylamide, 0.8% (m/v) bis-acrylamide), 2.5 mL de solution C (Tris HCI 0.5 M pH 6.8, SDS
0.4%), 100 uL SDS 0.4%) et 6 mL d’eau bidistillée. La solution est dégazée, puis 10 uL de
TEMED (sous la hotte) et 50 pL d’APS (m/v) sont ajoutés. Avant que le gel ne polymérise, le
peigne permettant de former les différents puits de dépdt est introduit.

3.8.3. Migration et révélation

Les échantillons protéiques sont déposés sur le gel, préalablement installé dans la cuve
d’¢électrophorese. La migration est réalisée sous une tension de 180 V a un ampérage maximum
de 110 mA. En fin de migration, le gel est placé pendant 30-45 min dans une solution colorante
de bleu de Coomassie. Puis la décoloration s’effectue dans une solution composée de 100 mL de
méthanol, 100 mL d’acide acétique galcial et 800 mL d’H,O bidistillée.

Dans une électrophorese monodimensionelle en conditions dénaturantes (SDS-PAGE = sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis), la migration des protéines ne dépend que de
leur masse. Si les protéines sont préalablement chauffées en présence du détergent SDS et du -
mercaptoéthanol, les sous-unités des oligoméres sont dissociées et dénaturées. Toutes les
protéines qui ont subi ce traitement se retrouvent sous forme de monomeéres solvatés par le SDS,
et sont donc chargés négativement. Les protéines, ainsi traitées, possedent globalement toutes la
méme charge, et elles se séparent alors en fonction de la masse moléculaire du monomere. Les
protéines migrent sous 1’influence d’un champ électrique, les plus petites sont les moins freinées
et migrent donc plus vite. Les protéines sont par la suite colorées au bleu de Coomassie.
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1. Notions de cinétique enzymatigque
En 1903, Victor Henri suggere que dans une réaction enzymatique, 1’hypothése de la formation
d’un complexe transitoire enzyme-substrat est nécessaire pour interpréter la spécificité d’action
des enzymes. Les résultats des expériences de cinétique mettent en évidence la forme
hyperbolique des variations de la vitesse intiale Vo en fonction de [S]. Le modele de base de la
cinétique enzymatique s’écrit alors:

kl k2
E + S ‘—k—‘ESk—>E+P

En 1913, suite aux travaux de Victor Henri, Maud Menten et Leonor Michaelis, le systeme
réactionnel est simplifié pour finalement décrire la réaction enzymatique a « un seul substrat »
selon le modeéle suivant :

cat

L’analyse des propriétés cinétiques de nombre d’enzymes a conduit a I’équation de Michaelis-
Menten qui relie Vg a [S] et aux constantes de vitesse des étapes individuelles :

Yo T K 1 15]

Cette équation, dite de Michaelis-Menten, exprime la vitesse de réaction V, en fonction de la
concentration du substrat [S] selon une relation hyperbolique ou figurent deux constantes, la
vitesse maximale Vmax et la constante de Michaelis Ky, En effet, Ky, est définie par le rapport
(k1 + Kear)/ki. On remarque que lorsque [S] = Km, Vo = Vma/2. Ky correspond donc a la
concentration de substrat pour laquelle la vitesse atteint la moitié de la vitesse maximale
(Schéma 53). Les constantes de vitesse k; et k ; gouvernent les vitesses d’association de S et de E
et de dissociation de S de ES, respectivement. La constante de vitesse de la seconde étape Kca, la
constante catalytique ou turnover maximal de I’enzyme, détermine la vitesse de la réaction
enzymatique.
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Vo=—7r—0n
K, +[S]

/2

max

Equation de
Michaelis-Menten

k |+ kcat

(Km = K

K, >
s

Schéma 53. Représentation de la vitesse initiale d 'une réaction enzymatique en fonction de la concentration initiale
du substrat.

max

cat

Vmax - kcat [E]T

[E]

Schéma 54. Représentation de la vitesse maximale d 'une réaction enzymatique en fonction de la concentration
d’enzyme a concentration saturante du substrat.
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Aux tres faibles concentrations de substrat S, une fraction seulement des centres catalytiques de
I’enzyme E est engagée dans la formation du complexe ES. Lorsque [S] croit, le nombre de
centres catalytiques engagés dans la formation de ES croit selon une relation hyperbolique et Vy
augmente de méme. Lorsque tous les centres catalytiques sont engagés, I’enzyme est saturée, Vo
ne peut plus augmenter et atteint une valeur maximale Vyax, ce qu’exprime 1’asymptote du
schéma 53. Enfin, lorsque le substrat est en concentration toujours saturante, Vo ne peut étre que
proportionnelle & [ES], c’est-a-dire a [E]+ elle-méme (Schéma 54).

- Détermination expérimentale des valeurs de Ky et de Vimax :

Une mesure des vitesses initiales pour une série de concentrations de substrat, a concentration
fixe d’enzyme nous donne une variation hyperbolique de la vitesse initiale de la réaction en
fonction de la concentration initiale du substrat (Schéma 53) et dont Vmax correspond a
I’asymptote de la courbe. Ainsi, leurs valeurs précises peuvent étre déterminées par des
méthodes graphiques a partir de transformations de 1’équation de Michaelis-Menten qui
conduisent a des relations linéaires. La plus couramment utilisée est celle de Lineweaver-Burk.
En prenant la réciproque des deux membres de 1’équation de Michaelis-Menten, on arrive a :

Pente=K_/V

max

1 K, 1 N 1
VO Vmax [S ] Vmax
Equationde
P Lineweaver-Burk

& >
/K, 0 1/[8]

Schéma 55. Représentation de Lineweaver-Burk d 'une cinétique de type de Michaelis-Menten.
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Dans cette relation, dite de Lineweaver-Burk, la représentation de 1/V, en fonction de 1/[S] est
linéaire (Schéma 55). L’intersection de la droite représentative avec 1’abscisse détermine — 1/Ky,
et son intersection avec 1’ordonnée 1/V max.

- Signification de la valeur de Kp, Kcatet du rapport Keai /K :
Dans la majorité des systemes enzymatiques, les vitesses de formation et de dissociation de ES
sont grandes par rapport & celle de sa conversion en P. k., devient alors négligeable par rapport a
k ; et Ky, sera équivalent a la constante de dissociation Kq de ES : Ky =k 1/ ki = Kq4. Ky, est alors
une mesure de la force de liaison du complexe et donc de 1’affinité du substrat pour 1I’enzyme.
Un K, faible signifie que k; est plus grand que k ; et que le substrat se lie fortement a I’enzyme
pour lequel il a une forte affinite.
La constante catalytique ke ou turnover de I’enzyme, est le nombre de molécules de substrat
converties en produit par molécule d’enzyme et par unité de temps, habituellement la seconde,
dans des conditions expérimentales données, lorsque 1’enzyme est totalement saturée par le
substrat. Plus grand est ke, plus rapides sont les événements catalytiques au sein du complexe
enzyme-substrat.
Les deux constantes Ky, et key reflétent donc les propriétés catalytiques d’une enzyme. Le rapport
kea/ K donne une mesure directe des deux caractéristiques de la catalyse enzymatique, la
spécificité et I’efficacité.

- Régulation de activité enzgymatique :
L’activité enzymatique peut étre affectée par de nombreux agents chimiques ou effecteurs. On
distingue ainsi deux types d’effecteurs, les inhibiteurs et les activateurs. Lorsque 1’effet de
I’agent chimique se traduit par une diminution de ’activité enzymatique, on parle d’inhibition si
I’effet est réversible ou d’inactivation s’il est irréversible. L’analyse cinétique permet I’étude des
effets réversibles qui se traduisent par des variations des constantes d’activité de ’enzyme et de
son affinité pour le substrat.

Plusieurs types d’inhibition réversible peuvent ainsi étre distingués :

Dans un systéeme ou I’enzyme peut se combiner de fagon réversible avec son inhibiteur | ou son
substrat S formant ainsi des complexes ES ou EI exclusifs, 1’inhibition est dite compétitive et se
traduit ainsi par une diminution de Daffinit¢ de I’enzyme pour son substrat (soit une
augmentation du Ky) sans modifier le Vyax. Lorsque I’inhibiteur ne peut se fixer que sur le
complexe de Michaelis-Menten, on parle d’inhibition incompétitive qui se traduit par une
diminution du Ky, et de key et donc de Vmax. Enfin, si ’inhibiteur peut se fixer a la fois sur
I’enzyme libre et sur le complexe ES, I’inhibition est dite non compétitive et se traduit par une
diminution du ke et donc de Vmax Sans modification du Kp,.

Nos inhibiteurs ont été congus pour étre des inhibiteurs compétitifs potentiels. Dans ce type
d’inhibition, seul le complexe ES évolue vers la formation d’un produit P. Le complexe EI est
inactif et ne peut pas donner un composé qui résulterait de la transformation de I. Il ne s’établit
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donc que deux équilibres entre 1’enzyme libre E, le substrat S, I’inhibiteur I, le complexe
enzyme-substrat ES et le complexe enzyme-inhibiteur El selon le schéma 56. K; étant la
constante de dissociation du complexe El, plus elle est petite, plus I’inhibiteur est efficace

k

1 caf

ES —» E + P

E + 8§

k1

EIl

Schéma 56. Schéma de la cinétique enzymatique dans le cas d’ue inhibition compétitive selon Michaelis-Menten.

La vitesse de la cinétique enzymatique s’écrit alors:

[S] [S] [1]

Vo=V —— = Kcat|E], ————o0u K =Km(1l+-—
0 max [S] + Kmapp cat] ]T[S]+Kmappou mapp m( +Ki)

Pour des concentrations croissantes d’inhibiteurs, selon la représentation de Lineweaver-Burk, la
variation de 1/Vy en fonction 1/[S] est linéaire. Les droites obtenues coupent toutes 1’axe des
ordonnees au méme point 1/Vmax, ce qui confirme que 1’augmentation de la concentration du
substrat vient a annuler I’effet de I’inhibiteur. Par contre, elles coupent I’axe des abscisses en des
points —1/K,* dont les valeurs absolues décroissent lorsque la concentration de | augmente
(Schéma 57).

La representation de la pente de ces différentes droites en fonction de la concentration en
inhibiteur | est une droite linéaire qui permet de déterminer la valeur de K; (Schéma 58).
L’efficacité de I’inhibiteur peut alors étre appréciée a partir du rapport Kn/K;. Plus ce rapport est
important, plus I’inhibiteur est efficace.
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Schéma 57. Représentation de Lineweaver-Burk d 'une inhibition compétitive.

pente

v

1]

Schéma 58. Représentation graphique secondaire de la pente Kmapp/Vmax en fonction de la concentration en
inhibiteur [I].
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2. Les méthodes électrochimigues utilisées

Deux techniques voltampérométriques ont été principalement utilisés : la voltampérométrie
cyclique et la voltampérométrie a vague carrée. Ces méthodes étudient la variation du courant
résultant de I’oxydation ou de la réduction d’une espéce électroactive en réponse a une différence
de potentiel appliquée entre une électrode de travail et une électrode de référence. Le montage
voltampérométrique classique repose sur 1’utilisation d’un systéme a 3 électrodes comme montre
la figure 79. L’¢électrode de référence (Ag/AgClou électrode au calomel saturées en KCI) dont le
potentiel est constant et connu ne sert qu’a imposer un potentiel bien précis a 1’électrode de
travail qui est le siege de la réaction d’oxydo-réduction. Cette différence de potentiel est fourni
par un potentiostat et le courant traversant le circuit est mesuré entre 1’électrode de travail et une
troisieme électrode inerte appelée contre-electrode ou électrode auxillaire (généralement un fil de
platine). En effet, aucun courant ne doit circuler a travers I’électrode de référence afin de
maintenir fixe son potentiel, d’ou le recours a I’électrode auxillaire.

Au cours de notre travail, une électrode d’or a servi comme électrode indicatrice ou de travail, un
fil de platine comme électrode auxilliaire et Ag/AgCI/KClgy,rs cOmme électrode de référence. Le
tout est mis dans une cellule électrolytique classique fermée pour éviter la dissolution de

I’oxygeéne ambiant dans le milieu.

|—I

EEELAE
| asualalay '3
NELEINNE]

Figure 79. Montage d’une cellule voltampérométrique a trois électrodes.

2.1. Les voltampérométries cycligue et a vague carreée
Dans un premier temps la voltampérométrie cyclique (CV : cyclic voltammetry) est utilisée. Cette
méthode consiste a balayer linéairement le potentiel entre deux bornes E; et E, dans un sens et
dans 1’autre et d’enregistrer les courbes intensité-potentiel [I = f(E)]. La CV est la technique la
plus couramment utilisée car elle est facile a mettre en ceuvre, rapide et permet d’obtenir des
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informations sur les processus rédox (réversibilité, rapidité), le nombre d’électrons mis en jeu
dans la réaction de transfert de charge, les valeurs du potentiel anodique et cathodique, les
phénomenes d’adsorption ainsi que la stabilité électrochimique du systéme étudié.

Dans un second temps, la voltampérométrie a onde carrée (SWV : Square wave voltametry) est
utilisée. Dans cette méthode, dérivée de la voltamétrie cyclique, la variation de potentiel en
fonction du temps consiste en une progression par palier, synchronisée a chaque marche avec
deux impulsions carrées de méme amplitude, de méme durée et de sens opposeé. Le signal mesuré
est la différence entre les courants mesurés a la fin de chaque impulsion montante et descendante
de I’onde carrée, permettant ainsi de minimiser le courant capacitif et d’avoir une meilleure
sensibilité par rapport a la CV. Un autre avantage de cette méthode est la possibilité d’utiliser des
vitesses de balayage trés élevées permettant de diminuer le temps de mesure.

A E A B
At
E, aller , retour
amplitude Y )
d 1 AE |
E, [
Cycle 1 Cycle 2

v

Figure 80. Allure du potentiel imposé en voltampérométrie a onde carrée (A) et cyclique (B).

3. Méthodes d’analyse de surface

Bien que les méthodes électrochimiques permettent d’étudier le changement de 1’état de surface
lors des différentes étapes de modifications électrochimiques et chimiques, elles ne permettent
pas d’avoir une connaissance exacte de la composition de la couche organique ni de sa
morphologie. Il est souvent utile d’avoir recours a plusieurs techniques d’analyse afin d’élucider
les différents phénoménes de surface. Pour caractériser les différentes étapes de construction de
notre biocapteur, trois techniques d’analyse de surface ont été principalement utilisées: la
microscopie a force atomique (AFM pour atomic force microscopy), la microscopie électronique
a balayage (MEB) et la spectrométrie de photoélectrons couramment désignée par XPS (X-Ray
photoelecron spectroscopy). Nous aborderons brievement les principes de fonctionnement de ces
différentes méthodes d’analyse.

3.1. Spectroscopie de photoélectrons ou XPS
La spectroscopie de photoélectrons XPS consiste en I’analyse de 1’énergie cinétique des
¢lectrons issus de 1’ionisation des €léments d’un solide irradié par un faisceau monochromatique
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de rayons X. L’analyse des énergies cinétiques de ces électrons permet d’obtenir leurs énergies
de liaison et donc de remonter a la composition chimique d'une surface sur une profondeur
variant de 1 a 10 nm. Tous les éléments sauf I’hydrogene et I'nélium sont détectables.

3.2.  Microscope électronigue a balayage (MEB)
Cette technique est tres semblable a la microscopie optique, mais utilise un faisceau d’électrons
plutot que la lumiére (photons) permettant ainsi d’obtenir une plus grande résolution spatiale.

Comme son nom I’indique, le fonctionnement est basé sur le bombardement d’une surface par un
faisceau d’électrons et la détection des signaux provenant de I’interaction de ces électrons avec
I’échantillon (flux d’électrons secondaires). Les électrons sont attirés vers une grille chargée
positivement ou ils sont traduits en signal pour donner des images. Donnant des images d’une
résolution nanométrique, la microscopie électronique a balayage permet d’effectuer une analyse
qualitative et de fournir des informations utiles sur la morphologie de surface des dep6ts.

3.3.  Microscope a force atomique (AFM)

Le microscope a force atomique ou AFM pour « atomic force microscopy» est un outil pertinent
pour fournir des informations sur la topographie d’une surface ainsi que la distribution des
molécules greffées sur un support. Son principe repose sur la détection des interactions
attractives de type Van der Waals, ou répulsives, entre une pointe effilée fixée au bout d’un
levier et la surface. Lorsque la pointe rencontre un atome ou une molécule, la force appliquée sur
la pointe change, ce qui se traduit par un changement de position verticale de la pointe. Comme
on peut le voir sur la figure 81, les variations de hauteur de la pointe sont détectées par un
faisceau laser réfléchi par la surface plane du bras flexible vers une photodiode a quatre
quadrants.

Faisceau Laser Détecteur (photodiodes)

Figure 81. Principe de la microscopie a force atomique.
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C’est cette variation de la hauteur qui permet d’imager la surface étudiée. En effet, en [’absence
d’une déviation, le faisceau frappe le centre du détecteur et illumine les 4 photodiodes de
maniére uniforme. Lorsqu’une déviation a lieu, certains quadrants de photodiodes recoivent plus
d’intensités que d’autres ; il apparait ainsi une différence de tension directement liée aux forces
d’interaction et a la hauteur de 1’échantillon. L’avantage principal de cette technique est la
possibilité d’analyser des échantillons non conducteurs étant donné que la pointe est en contact
direct avec la surface.

Les deux techniques MEB et AFM sont complémentaires et offrent une bonne résolution a
I’échelle nanométrique. Cependant, avec des images générées par le MEB, il peut parfois étre
difficile de déterminer la pente d'une surface, ce qui est possible avec I’AFM, une technique
capable de construire une image tridimensionnelle de la surface analysée.

4. Données cristallographigues des structures obtenues

Cf. pages suivantes.
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Tableau 17. Les données cristallographiques de la structure 3D du complexe CaPMI-5PAHz (PDB 5NW?7).

X-ray source PROXIMA 1
Wavelength (A) 0.9786

Temperature (K) 100

Unit-cell parameters (A, °) a=88.0,b=1079,c=440,a=4=y9=90.0
Space group P2,2,2

Resolution limits™ (A) 45.98 - 1.85 (1.96 -1.85)
Number of observations' 194489(30982)

Number of unique reflections 36611(5752)

R-meas’ (%) 11.7(110.3)
Completeness’ (%) 99.5(98.4)

Vst (1) 8.92(1.16)

CC (1/2) 99.7(57.1)

TValues in parentheses refer to the highest resolution shell.

% Values for resolution limits: (1.96 -1.85).

Tableau 18. Les données de raffinement de la structure 3D du complexe CaPMI-5PAHz (PDB 5NW?7).

Number of non-hydrogen atoms (Protein/other) 3431/264

R/Rfree (%) 0.173/0.207
R.M.S.D. Bonds (A)/angles (°) 0.018/1.022
Average temperature factors (Protein/other) 33.65/38.61
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Tableau 19. Les données cristallographiques de la structure 3D du complexe hPGI-5PAED.

X-ray source PROXIMA 2
Wavelength (A) 0.9801
Temperature (K) 100

Unit-cell parameters (A, °)

a=96.11,b=96.11,c=27145a==y=90.0

Space group

P4,

Resolution limits™ (A)

47.32 —2.38 (2.52 -2.38)

Number of observations' 339425(53656)
Number of unique reflections 97562(15379)
R-meas’ (%) 11.9(97.4)
Completeness’ (%) 99.2(97.0)

ot (1) 8.12(1.57)

CC (1/2) 99.5(82.1)

Values in parentheses refer to the highest resolution shell.

¥ Values for resolution limits: (2.52 -2.38).

Tableau 20. Les données de raffinement de la structure 3D du complexe hPGI-5PAED.

Number of non-hydrogen atoms (Protein/other/water) 18019/66/271
R/Rfree (%) 26.34/31.69
R.M.S.D. Bonds (A)/angles (°) 0.01/1.44
Average temperature factors (Protein/other) 74.77/64.6/42.5
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Résumé : La phophomannose isomérase de
type | (PMI), une métalloenzyme & zinc, et la
phosphoglucose isomérase (PGI), catalysent
I’isomérisation réversible du B-D-fructose-6-
phosphate (F6P), respectivement en p-D-
mannose-6-phosphate (M6P) et en a-D-glucose-
6-phosphate (G6P). Ces deux enzymes sont des
cibles thérapeutiques potentielles.

La phosphoglucose isomérase humaine (hPGl),
connu également sous le nom de facteur de
motilité autocrine (AMF), stimule, en plus de
son activité glycolytique intracellulaire, la
migration des cellules in vitro et le
développement de métastases in vivo. D'autre
part, Candida albicans est la principale levure
impliguée en pathologie humaine. Ces derniéres
années, un probléme de résistance du germe aux
antifongiques classiques est apparu. En
conséquence, la recherche se dirige vers de
nouvelles cibles thérapeutiques, dont la PMI de
C. albicans (CaPMI) qui joue un réle important
dans la biosynthese de structures mannosylées
nécessaires a la survie du pathogéne. Les
réactions catalysées par ces deux enzymes
mettent en jeu le méme intermédiaire de haute
énergie (IHE) de type 1,2-cis-enediolate, sauf
qu’il est coordiné au zinc dans le cas de la PMI.
La surexpression ainsi que la purification de
CaPMI et de hPGI ont été réalisées au labora-
toire.

Une petite chimiotheque a été créée a partir du
5-phospho-D-arabinono-1,4-lactone (5-PAL) en
modulant la partie téte de I’IHE. Un groupe
chélatant du zinc (zinc binding group, ZBG) a
été introduit dans plusieurs composés dans le
but d’inhiber sélectivement CaPMI. De plus,
deux composés possédant en partie téte une
fonction amine terminale ont été synthétisés
pour inhiber spécifiqguement la PGl humaine en
ciblant un résidu glutamate du site actif de
I'enzyme (Glu357). Toutes ces molécules ont
d’abord été testées sur la PGI du muscle de
lapin et la PMI de E. coli commerciales, et par
la suite sur la CaPMI et la hPGI surexprimées.
Une série de bons voire trés bons inhibiteurs de
hPGI, et donc potentiellement anti-
métastatiques, a été découverte. Ces composés
ne sont cependant pas inhibiteurs de la CaPMI.
Deux structures tridimensionnelles a haute
résolution de complexes enzyme-inhibiteur ont
été  obtenues. Au dela des aspects
thérapeutiques, mécanistiques et structuraux, un
biocapteur électrochimique a base d'un des
inhibiteurs synthétisés a été réalisé pour la
détection de hPGI qui est un biomarqueur validé
de cancers métastatiques. Ce biocapteur a
démontré une limite de détection de 43 fM dans
du tampon phosphate (PBS).
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Abstract : Phosphoglucose isomerase (PGI)
and type | phosphomannose isomerase (PMI), a
zinc metalloenzyme, catalyze the reversible
isomerization of B-D-fructose 6-phosphate
(F6P) to a-D-glucose 6-phosphate (G6P) and -
D-mannose 6-phosphate (M6P), respectively.
These two enzymes are potential therapeutic
targets.

Human PGI (hPGI) often called as AMF-PGI
(autocrine motility factor-PGI), in addition to
its intracellular glycolytic activity, stimulates
cell migration in vitro and metastasis in vivo.
Inhibition of its extracellular activity is
obviously interesting in oncology. On the other
hand, Candida albicans is the main yeast
involved in human pathology. During recent
years, resistance of this pathogenic fungus to
conventional antifungal drugs appeared.
Consequently, research is moving towards new
therapeutic targets, including C. albicans PMI
(CaPMI) that plays an important role in the
biosynthesis of mannosylated  structures
required for pathogen survival. The reactions
catalyzed by these two enzymes involve the
same high energy intermediate (HEI) type 1,2-
cis-enediolate, except that it is coordinated to
the zinc active site in the case of PMI.

Overexpression and purification of both CaPMI
and hPGI were performed in our laboratory. A
small chemical library was created from the
synthon 5-phospho-D-arabinono-1,4-lactone (5-
PAL) by modulating the head part of the HEI.
A zinc binding group (ZBG) was introduced in
several compounds in order to selectively
inhibit the CaPMI enzyme. Moreover, two
compounds with a terminal amine function
were designed to selectively inhibit hPGI by
targeting a glutamate residue of the enzyme
(Glu357). All these molecules were first tested
on rabbit muscle PGI and PMI from E. coli,
and later on CaPMI and hPGI. None of these
compounds are good inhibitors of CaPMI.
However, a series of strong inhibitors of hPGI,
and therefore potentially anti-metastatic drugs,
was discovered. High-resolved 3D structures of
the two enzymes complexed with inhibitors
have been successfully obtained. Beyond the
therapeutic, mechanistic and structural aspects,
an electrochemical biosensor based on one of
the synthesized inhibitors was carried out for
the detection of hPGI, which is a validated
biomarker of metastatic cancers. This biosensor
demonstrated a detection limit of 43 fM in
phosphate buffer (PBS).
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