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"La vie n'est pas d'attendre que les orages passent,
c'est d'apprendre comment danser sous la pluie"

Séneque

"On a intérét au bonheur des autres,

on a intérét a ce que les autres ne soient pas malades,
on a intérét au succes des autres

parce que nous sommes une équipe collective."

Jacques Attali

"Aucun de nous ne sait ce que nous savons tous, ensemble."

Euripide

"Entre ce que je pense, ce que je veux dire,

ce que je crois dire, ce que je dis,

ce que vous avez envie d'entendre, ce que vous comprenez...
il y a dix possibilités qu'on ait des difficultés a communiquer.
Mais essayons quand méme..."

Bernard Werber
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Avant-Propos

Laboratoires d’accueil

Ce travail de thése a été réalisé au sein du laboratoire Unité Fonctionnalité et Ingénierie des
Protéines, (UFIP-UMR CNRS 6286). Cette unité est une unité mixte CNRS et Université de Nantes.
L'Unité est composée de 5 équipes centrées sur I'étude de fonction de protéines impliquées dans
différents contextes biologiques :
Equipe 1 : Conception de protéines in silico (dirigée par Yves Henri Sanejouand)
Equipe 2 : Ingénierie moléculaire et glycobiologie (dirigée par Cyrille Grandlean)
Equipe 3 : Mécanisme et régulation de la réparation de I’ADN (dirigée par Fabrice Fleury)
Equipe 4 : Epigénétique: prolifération et différenciation (dirigée par Christophe Thiriet)
Equipe 5: Epigénomiques des microalgues et interactions avec I'environnement (dirigée par Leila
Tirichine)

Grace a la multidisciplinarité de cette unité, des recherches a l'interface entre la biologie, la
chimie et la bioinformatique sont réalisées. Ce cadre pluridisciplinaire est favorable a la réalisation de
travaux de biologie de synthése. Le travail de thése présenté ici est d’ailleurs la concrétisation de ce
nouvel axe au sein de I'équipe 2 : « Ingénierie moléculaire et glycobiologie », équipe intrinsequement
pluridisciplinaire puisque composée de chimistes et de biologistes. Les travaux de cette équipe sont
variés allant de thématiques plutét fondamentales (évolution d’enzymes pour la synthése
d’oligosaccharides, ingénierie d’enzymes pour la production de glycosylations régiosélectives,
regroupement d’enzymes pour un fonctionnement optimisé appligué a la production de
biocarburant) ou thérapeutiques (génération d’inhibiteur multivalent, production de vaccins
glycoconjugués et inhibiteurs de Galectines). L'UFIP possede également une plateforme de service (la
plateforme IMPACT) qui a participé a ce projet pour I'analyse des protéines modifiées.

Ce travail de these a également été développé en collaboration avec le CEISAM UMR CNRS
6230 (Chimie Et Interdisciplinarité Synthése Analyse et Modélisation) a Nantes, et plus
particulierement avec I'équipe SYMBIOSE qui comprend une plateforme de service de syntheses a
facon. Ce laboratoire a en effet réalisé la synthese des acides aminés non naturels originaux de ce
projet.

Enfin, les tests biologiques sur les modéles murins ont été réalisés au sein de la Plateforme
Therassay a Nantes.

Présentation succincte des deux axes constituant cette thése

Ce projet de these s’inscrit dans une volonté de développer une nouvelle thématique au sein
du laboratoire : la biologie synthétique. Il s’agit d’une discipline qui regroupe des travaux d’ingénierie
du vivant trés variés allant de I'ingénierie métabolique a la construction d’organismes minimaux
artificiels. Il n’y a pas de définition officielle commune a tous (Osbourn et al. 2012), mais voici deux
définitions assez représentatives du domaine :

« La biologie de synthése est le design et I'ingénierie de domaines biologiques, de nouvelles
machines et systemes biologiques ainsi que le redesign de systémes biologiques existants. » (Clarke
2012).

« La biologie de synthése est I'ingénierie de la biologie : la synthése de systémes complexes,
basés ou inspirés du vivant, avec des fonctions qui n’existent pas dans la nature. L’ingénierie peut étre
appliquée a tous les niveaux de la hiérarchie des structures biologiques de molécules aux cellules
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entieres, tissus et organismes. Par essence, la biologie de synthése va permettre le design de systéemes
biologiques par une approche rationnelle et systématique. » (Krassnig 2007).

Ce domaine s’inscrit en continuité de la biologie moléculaire qui permet la modification du
vivant mais avec une nouvelle approche pluridisciplinaire liée aux sciences de I'ingénieur. Ainsi, la
biologie de synthese consiste en une modification rationnelle a partir de la caractérisation de
« briques » biologiques que I'on peut ensuite modifier, assembler et transférer d’un organisme a un
autre afin d’atteindre une nouvelle fonction.

De plus, d’'un point de vue fondamental, I'ingénierie des systémes biologiques devrait
permettre d’améliorer nos connaissances du vivant. En effet, comme I'a écrit Richard P. Feynman
(Prix Nobel physique 1965) « Ce que je ne peux pas créer, je ne le comprends pas ». L'ingénierie du
vivant permet alors d’expérimenter des modifications du vivant et de les étudier afin de mieux
comprendre celui-ci.

Au cours de cette thése nous nous sommes intéressés a un pan précis de la biologie
synthétique qui est l'incorporation d’acides aminés non naturels au sein de protéines afin
d’apporter de nouvelles propriétés a des protéines impliquées en glycobiologie. Cette technologie a
alors été appréhendée selon deux axes indépendants :

-la premiere partie consiste a mettre au point I'incorporation d’acides aminés non naturels
au sein du laboratoire en I'appliquant a la génération d’un vaccin glycoconjugué. Cette premiére
partie consiste donc a s’approprier cette technologie en I'appliquant a une thématique déja exploitée
au laboratoire et d’'y apporter une approche complémentaire.

-la deuxiéme partie consiste a utiliser des acides aminés non naturels au sein de sites de
reconnaissance de protéines interagissant avec des sucres afin d’en améliorer les propriétés. Pour
cela, plusieurs stratégies ont été employées comprenant I'utilisation de différents acides aminés non
naturels.

Organisation du manuscrit

Dans un premier temps, un état de I’art de la technologie d’incorporation des acides aminés
non naturels sera présenté (Chapitre 1). Par la suite, le manuscrit sera divisé en deux parties selon les
deux principaux axes de ce travail: la génération d’un vaccin glycoconjugué a I'aide d’acides aminés
non naturels (Partie 1) et la modification des propriétés de reconnaissance de protéines (Partie Il).

La partie | sur la génération de vaccin glycoconjugué commencera par une introduction sur
les vaccins contre Streptococcus pneumoniae et les différentes méthodes permettant la génération
de glycoconjugués (Chapitre 2) puis par le contexte biologique et scientifique de ce projet ainsi que
les objectifs associés, suivis des résultats obtenus ainsi que de leur discussion (Chapitre 3) et enfin les
méthodologies appliquées (Chapitre 4).

La partie Il sur la modification des propriétés de reconnaissance des protéines commencera
par une introduction générale sur les protéines reconnaissant les sucres (Chapitre 5) puis par le
contexte scientifique de ce projet ainsi que les objectifs associés, suivis des résultats obtenus ainsi

que de leur discussion (Chapitre 6) et enfin les méthodologies appliquées (Chapitre 7).

Une conclusion générale permettra ensuite de finaliser ce manuscrit de théese.
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Chapitre 1 : Méthodes d'incorporation
d'acides aminés non naturels
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Les protéines représentent environ 50% du poids sec des cellules et constituent une des plus
grandes classes de biomolécules qui composent tous les étres vivants. De plus, elles remplissent un
champ tres large de fonctions, allant de fonctions catalytiques a des fonctions structurelles. Pourtant,
ces protéines ne sont généralement formées qu’a partir d’'un enchainement de 20 acides aminés
naturels différents. Nous allons dans un premier temps revoir leur synthese de fagon succincte, ainsi
que leur structure de maniere générale avant de s’intéresser plus particulierement aux acides aminés
qui les composent et aux différentes méthodes qui permettent d'incorporer des acides aminés non
naturels.

I. Généralités

1.1  Généralités sur la synthése protéique

L’ADN contient I'information génétique qui permet la synthése des différents constituants
cellulaires, y compris les protéines. A la maniere d’un livre de stockage, celui-ci permet de conserver
I'information de la maniére la plus stricte possible a I'aide de ces deux brins qui constituent deux
copies de lI'information. Ensuite lors du processus qui menera a la synthése des protéines, une partie
de cet ADN est transcrit en ARN messager (ARNm) simple brin. Il s’agit alors en quelque sorte d’une
note qui permet de donner succinctement les informations essentielles pour la formation de
protéines. Cette information génétique est alors toujours constituée d'un enchainement de
nucléotides (A, T/U, G, C) (Figure 1)

Par la suite, cet ARN messager (ARNm) sera lu par un organite, le ribosome, qui fera
correspondre chaque codon (triplet de nucléotides) avec un ARN de transfert (ARNt). Cet ARN de
transfert aura été préalablement couplé a un acide aminé grace a I'action d’une enzyme, I'aminoacyl
ARNt synthetase (aaRS). Pour reprendre la comparaison de I’ADN en tant que livre, et ’ARNm en tant
gue message court issu de ce méme livre, le ribosome serait en fait un lecteur qui lirait ce message
(ARNm) grace a un langage, sorte de codex. Ce codex serait en fait constitué d’aaRS qui fait le lien
entre chaque codon (triplet de nucléotides) porté alors par I’ARNt et chaque acide aminé. Le
ribosome utilise donc I’ARNt couplé a I'acide aminé, issu de ce codex pour traduire ce message d’'un
langage génétique (polymére de nucléotides, a 4 bases) a un langage protéique (polymére d’acides
aminés, a 20 acides aminé). Le polymére d’acide aminé alors produit constitue la base d'une
protéine. En effet, a la maniére d’un texte qui est formé d’un enchainement de mots, les protéines
sont formées d’un enchainement d’acides aminés (Figure 1).

Nucléotides (A, T, C, G)

‘L transcription

Acide aminé

ARNm ) ¢ [

Nucléotides (A, U, C, G)

¢ traduction

Protéine +
Acides aminés M,«. [ ] ® “.. \

(M, E,D,K,C,S, etc)

Ribosome

Figure 1: Présentation de la synthése protéique
L’ADN porte I'information génétique dont une partie est ensuite retranscrite en ARN messager. Celui-ci est lu par le ribosome
a l'aide d’ARNt préalablement chargés d’un acide aminé gréce a I'action d’une aaRS (aminoacyl ARNt synthétase) afin de
produire le polypeptide qui sera la structure primaire de la protéine produite.
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1.2  Composition et structure des protéines

Les protéines sont donc des polymeres d’acides aminés. Ceux-ci sont composés d’une chaine
principale qui permet leur polymérisation et d’une chaine latérale qui porte des fonctions chimiques
différentes. Il en existe 20 naturels différents et chacun posséde des caractéristiques
physicochimiques uniques (encombrement, charge, polarité, réactivité). L'enchainement de ces
acides aminés constitue la structure primaire d’une protéine. Le polymeére libéré par le ribosome
(section 1.3) va se replier selon des structures secondaires (feuillet B, hélice a, boucles), qui vont
elles-mémes s’agencer de facons variées dans I'espace et former ce qu’on appelle la structure
tertiaire des protéines. Enfin, plusieurs unités de protéines peuvent s’agencer entre elles pour former
une structure quaternaire (Figure 2).

Gly &~ Hélice a

Gly ¢~¢ y
== X
Pro, , o
Gly "
P’:;b § /7 Feuillet B
N/,
Structure 5 Structure
ik Structure tertiaire
secondaire
) ’ Structure

quaternaire

Figure 2 : Niveaux de structures des protéines
Structures des protéines du niveau le plus simple (a gauche) au niveau le plus complexe (a droite). Image extraite de la thése
(Barret 2014).

Les protéines tirent leurs propriétés de leur structure, mais aussi des chaines latérales
portées par les acides aminés qui les composent. Ainsi, au sein du site actif d’'une enzyme la nature
des chaines latérales des acides aminés a un rdle essentiel. Prenons comme exemple la trypsine dont
I'action est d’hydrolyser une liaison peptidique suivant une lysine ou une arginine. Au sein de son site
actif, elle possede trois acides aminés ayant des propriétés clés pour son mécanisme d’action : une
sérine, une histidine et un acide aspartique. En effet, ces acides aminés interagissent entre eux et
permettent de rendre une fonction alcool de la chaine latérale de la sérine nucléophile ce qui permet
I"attaque de la liaison peptidique a hydrolyser selon le mécanisme présenté Figure 3.
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Sérine 195
-

b Histidine 57
e ‘/ Acide
H | aspartique

102

/ H Hy

QS0 f n\-\
e i J Enzyme
f)

Enzyme ! f Enzyme

e A

Figure 3: Mécanisme de protéase a sérine (exemple de la Trypsine)
La fonction carbonyle du substrat va interagir avec cette fonction alcool nucléophile de la sérine (b-c), puis par une
délocalisation d'électrons jusqu'a I'histidine (d) il y a rupture de la liaison peptidique et relargage d'une partie du substrat
clivé (e), puis grdce a une molécule d'eau au sein du site actif, le transfert inverse d'électrons va entrainer le relargage du
substrat restant. Séries d'images créées a partir du site web: http://www.sciences-en-
ligne.com/DIST/Data/Ressources/lic2/chimie/chi_orga/bioorga/enzymes/enzymes.htm.

Naturellement, il existe essentiellement 20 acides aminés qui constituent la majorité des
protéines. Stéphane Freeland et ses collaborateurs travaillent sur les origines et les évolutions du
code génétique en Astrobiologie. lls ont classé ces acides aminés selon 3 propriétés: la taille, la
charge et I'hydrophobicité. Cette classification a permis de montrer que ces 20 acides aminés
naturels couvrent l'essentiel de l'espace chimique et que cette répartition ne semble donc pas
aléatoire (llardo and Freeland 2014). La notion de couverture de I'espace chimique vient d’une
méthode de découverte de nouveaux médicaments en chimie qui consiste a essayer de couvrir les
différentes possibilités de molécules selon un descripteur choisi (encombrement, propriétés). La
représentation des caractéristiques étudiées va alors définir un espace au sein duquel les molécules
pourront étre représentées et classées. Cette représentation va étre utile afin de classer les
molécules en différentes catégories permettant de définir des éléments clés pour I'activité
recherchée. Lorsqu'une molécule avec une caractéristique recherchée est identifiée, étendre
progressivement la zone de recherche permet de tester différentes modifications pour optimiser les
propriétés ciblées. De plus, identifier une zone de l|'espace chimique non exploitée permet
d'appréhender le développement de molécules innovantes.

Les questions fondamentales ayant découlé de ces travaux de classification des acides
aminés sont : "Pourquoi ces 20 acides aminés la et pourquoi uniquement 20 ?"

Les acides aminés n'ont pas été intégrés au sein de la vie biologique en méme temps. Dix
acides aminés les plus simples (A, D, E, G, I, L, P, S, T, V) sont supposés étre les premiers a avoir été
utilisés. lls présentent alors déja une couverture minimale qui permet de réaliser le repliement de
protéines (llardo and Freeland 2014). Expérimentalement, des protéines formées uniquement a
partir de 13 acides aminés ont été produites par mutagénése des acides aminés C, F, I, M, Q, T, W qui
ont été remplacés au sein de la séquence. Ces protéines sont correctement repliées et actives bien
qu'étant moins efficaces et moins stables (Shibue et al. 2018). La composition de ces protéines est de
80% des supposés 10 premiers acides aminés, et cela a ainsi pu démontrer la fonctionnalité déja
importante apportée par ceux-ci. Puis les 10 suivants (R, N, C, Q, H, K, M, F, W, Y) auraient été
progressivement intégrés au sein du vivant. lls auraient alors permis de couvrir les zones de I'espace
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chimique sous-représentées et ainsi maximiser les possibilités apportées (llardo and Freeland 2014).
Mais ils auraient également permis d'augmenter la continuité de la couverture de cet espace
chimique (llardo and Freeland 2014). De maniére générale, les 20 acides aminés naturels
permettraient donc de fournir un éventail assez large couvrant ainsi efficacement I'espace chimique.
D'ailleurs, leur intégration dans la vie biologique a permis le développement de fonctions protéiques
trés variées permettant I'adaptation de la vie dans des conditions trés diverses.

Cependant, bien que n'ayant pas été intégré au sein de la vie biologique, un plus large
éventail d'acides aminés aurait été originellement disponible. Le code génétique permet de fournir
64 codons différents, I'évolution aurait donc pu permettre l'incorporation d'une plus grande variété
d'acides aminés. Néanmoins, la redondance du code génétique permettrait de limiter I'impact de
mutations en les rendant silencieuses. De plus, les acides aminés possédant des propriétés similaires
sont codés par des codons proches ce qui permettrait a la protéine produite de conserver sa
structure et sa fonction lors de I'apparition de mutations ponctuelles (Tze-Fei Wong 1980). Ces
caractéristiques du code génétique limitent ainsi la perte de fonctions biologiques (Freeland et al.
2000). De plus, des théories soutiennent que la limitation serait inscrite dans la reconnaissance entre
I'aaRS et I'ARNt (Saint-Léger et al. 2016). L'ajout de nouveaux acides aminés impliquerait I'adaptation
du systéme de traduction et serait alors assez inefficace par rapport au bénéfice qu'il apporterait a
|'organisme. En effet, la reconnaissance de I'ARNt par I'aaRS doit étre suffisamment spécifique pour
ne pas le confondre avec un ARNt codant pour un autre acide aminé. Mais la structure de I'ARNt doit
pouvoir s'adapter a sa prise en charge par le ribosome ainsi que par le facteur d'élongation lors du
processus de la traduction, commun a tous les ARNt. Malgré tout, cette limitation a été
ponctuellement outrepassée naturellement par I'utilisation biologique de quelques acides aminés
naturels rares (sélénocystéine, pyrrolysine). Ceux-ci sont généralement incorporés au sein de
protéines ayant des réles tres spécifiques. Par exemple, la pyrrolysine est un acide aminé naturel rare
qui est incorporé au sein de méthyltransférases intervenant dans la synthése du méthane, chez des
archées méthanogenes. De plus, d'autres mécanismes ont permis d'élargir les fonctionnalités
disponibles au sein des protéines comme les modifications post-traductionnelles ainsi que par
I'utilisation de co-facteurs. Par exemple, certaines enzymes utilisent des cofacteurs métalliques
permettant des réactions d'oxydo-réduction.
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Figure 4: Représentation en diagramme de Venn des principales propriétés des acides aminés naturels.
Image traduite a partir de a la communication de (Jean-Baptiste, Berthelot, and Favre 2016).

Malgré les difficultés liées a I'ajout de nouveaux acides aminés non naturels (NAA) dans les
séquences des protéines, de nombreux scientifiques ont travaillé sur leur incorporation. Ces
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incorporations ont alors permis d'apporter de nouveaux outils pour I'ingénierie de protéines ou pour
répondre a des questions scientifiques d’ordre divers (applications section V). Tout d'abord, nous
allons voir rapidement les mécanismes de la traduction chez les procaryotes (section 1.3), puis les
différentes techniques qui permettent l'incorporation des NAA au sein des protéines en nous
focalisant particulierement sur les techniques développées in vivo chez les bactéries étant donné
qu'il s'agit des méthodes utilisées au cours de cette these (sections Il, Il et IV). Enfin, nous
présenteront les différentes catégories d'applications ayant découlé de I'incorporation des NAA dans
des protéines (section V).

.3  Mécanisme de la traduction chez les procaryotes
Comme nous le verrons ultérieurement, l'incorporation d'acides aminés non naturels est
principalement réalisée par le détournement de la machinerie de la traduction. Ce travail de these
ayant été exclusivement réalisé chez E. coli, nous allons alors rappeler ici les mécanismes de la
traduction chez les procaryotes.

La traduction s'effectue au niveau d'un complexe ribonucléotidique appelé ribosome et
formé de deux sous-unités : une petite (sous-unité 30S) et une grande (sous-unité 50S). Ces sous-
unités sont libres dans le cytoplasme et s'associent au moment de l'initiation de la traduction. La
petite sous-unité joue alors un réle crucial au niveau de I'association entre les différents codons de
I'ARN messager (ARNm) et les ARN de transferts (ARNt) couplés aux différents acides aminés, tandis
gue la grande sous-unité est le siege des réactions de polymérisation permettant la production de la
chaine peptidique. Au niveau du ribosome, on va alors distinguer trois sites : le site A, le site P et le
site E. Le site A est le siége de la liaison a un ARNt en attente, tandis que le site P est le siege de la
réaction de polymérisation et le site E est un site de sortie du complexe ARNt acide aminé.

La traduction va alors s'effectuer selon trois étapes : l'initiation, I'élongation et la
terminaison.

L'initiation de la traduction passe par des facteurs d'initiations (IF1, IF2 et IF3) qui favorisent
la reconnaissance de I’ADN par la petite sous-unité du ribosome au niveau d'une séquence conservée
(Shine Dalgarno). L'ARNt codant pour la méthionine (codon initiateur ATG) va alors se fixer, les
facteurs d'initiation vont étre relargués et la grande sous-unité du ribosome va s'assembler a la
petite. Puis le processus d'élongation va se mettre en place (Steitz 2008).

Lors de I'élongation (Figure 5), les différents ARNt préalablement liés aux acides aminés pour
lesquels ils codent sont délivrés au ribosome grace au facteur d'élongation EF-Tu couplé au GTP.
Lorsque I'ARNt correspond au codon de I'ARNm, le GTP est hydrolysé, le facteur d'élongation est
alors relargué et I'ARNt se place au niveau du site A du ribosome. La formation de la liaison
peptidique est alors réalisée entre les acides aminés des sites P et A par la rupture de la liaison entre
I'acide aminé du site P et son ARNt au profit de la liaison entre les deux acides aminés. L'ARNt libre
au niveau du site E sera relargué et pourra étre recyclé pour une future utilisation. Puis, une
translocation itérative du ribosome permet la lecture de chaque codon de I'ARNm et la prolongation
de la chaine polypeptidique produite (Steitz 2008).
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Figure 5: Mécanisme d'élongation lors de la traduction
Lors de ['élongation, le facteur d'élongation (EF-Tu) délivre I'ARNt aminoacylé au ribosome. Si l'anticodon de I'ARNt
correspond, le GTP est hydrolysé et I'EF-Tu est relargué. La réaction entre les acides aminés portés par les ARNts du site A et
du site P est catalysée ce qui libére I'ARNt du site P. Celui-ci sera ensuite relargué au niveau du site E. A chaque lecture d'un
codon, un acide aminé est ajouté au peptide produit et il y a translocation du ribosome au niveau du codon suivant. Image
extraite de la publication (Steitz 2008)

La terminaison de la traduction aura lieu au niveau du codon stop (Figure 6). Des facteurs de
terminaison (appelés Releasing Factors ou RF) vont favoriser I'arrét de la traduction au niveau de
codon stop. Chez les procaryotes, il en existe 3 : RF1, RF2 et RF3. Ces facteurs ont une forme similaire
a un ARNt et vont alors occuper le site A du ribosome. Le facteur RF1 reconnait les codons stops TAG
et TAA, alors que le facteur RF2 reconnait les codons stops TGA et TAA. Leur liaison au niveau du
codon stop va alors entrainer la libération du polypeptide produit par I'activité peptidyl-transférase
du ribosome qui cette fois va ajouter une molécule d'eau. Le facteur RF3 couplé au GTP va ensuite
favoriser la libération du facteur d'arrét de la traduction (RF1 ou RF2). La dissociation du ribosome et
de I'ARNt restant sont ensuite favorisée par les facteurs RRF et EF-G ainsi que IF3 (Steitz 2008).
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Figure 6: Mécanisme de la terminaison de la traduction
Lors de la terminaison, un facteur de terminaison (RF1 ou RF2) va spécifiquement reconnaitre le codon stop. Leur liaison va
permettre la libération du peptide, et le facteur de terminaison RF3 va favoriser la libération des facteurs RF1 ou RF2 puis la
dissociation du ribosome. Image extraite de la publication (Steitz 2008)

Il. Incorporation d'acides aminés non naturels par modifications in situ

Les acides aminés sont discriminés entre eux par leurs chaines latérales qui portent
différentes fonctions. Les modifications post-traductionnelles naturelles générent des motifs comme
la phosphorylation ou la glycosylation. La modification chimique de résidus peut permettre de
générer des sites de fixations que I'on peut coupler a une variété de motifs que I'on pourra alors
considérer comme des acides aminés non naturels (Sakamoto and Hamachi 2019). Toutefois, ces
méthodes ne permettent généralement pas une réaction sélective, donc précise et ainsi conduisent a
un mélange de produits différents. En effet, les acides aminés naturels portent des fonctions de
réactivités proches, il est donc difficile de cibler spécifiquement un acide aminé donné par des
modifications chimiques. L'abondance relative de I'acide aminé a modifier dans la protéine sera alors
critique pour la sélectivité. Par exemple, I'utilisation de la modification chimique de lysines, tres
abondantes a la surface, aboutit a un mélange de composés selon le nombre et la position des lysines
ayant réagi. Les lysines ont cependant une réactivité plus ou moins forte selon leur accessibilité au
solvant et leur pKa de leurs chaines latérales qui seront affectées par le microenvironnement. Ainsi,
les lysines proches d'acides aminés hydrophobes auront un pKa plus bas a cause d'un effet de
désolvatation. Afin de contréler plus spécifiquement les modifications apportées, le groupe de
Goncalo J.L. Bernades a donc exploité ces caractéristiques afin de cibler la lysine la plus réactive de 5
protéines grace au sulfonyl-acrylate (Matos et al. 2018). L'utilisation de réactions chimiques
impliquant des acides aminés moins abondants et ayant une réactivité particuliere, comme les
cystéines, permet également de générer des produits plus homogénes. Ainsi, il est par exemple
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possible de modifier chimiquement les cystéines en déhydroalanine par une dialkylation du
groupement thiol suivie d'une élimination en conditions acides (Chalker et al. 2011). Lorsque la
protéine ne contient pas de cystéine, celle-ci peut alors étre générée par mutagénese dirigée a la
position ciblée. Cependant, si la protéine contient une cystéine impliquée dans un réle structural,
d'autres méthodes impliquant des tyrosines peuvent étre appliquées (Sakamoto and Hamachi 2019).
Globalement, ces méthodes chimiques sont donc limitées par la séquence de la protéine native.

Théoriquement, les méthodes permettant d'incorporer des acides aminés non naturels au
cours de la synthése protéique permettent de s'affranchir de ces problématiques liées a la séquence
en acides aminés naturels de la protéine a modifier.

lll. Incorporation d’acides aminés non naturels in vitro

H.1. Incorporation par synthése chimique

L'insertion de NAA peut étre réalisée in vitro au cours de la synthése chimique du
polypeptide. Bien que maitrisée, la synthése de macromolécules comme les protéines rencontre
toujours des barrieres techniques. Une revue bibliographique réalisée par Kimmerlin et ses
collaborateurs fait le bilan de I'évolution de la synthése chimique des protéines (Kimmerlin and
Seebach 2005). Voici brievement les deux méthodes principales:

i) synthese peptidique en « phase solide » : cette méthode découverte par Merrifield en 1963
a engendré un véritable essor de la synthése peptidique par voie chimique et a été I'objet d'un prix
Nobel (Merrifield 1963). La synthese peptidique se déroule par ajouts successifs d'acides aminés dont
la fonction amine primaire et les fonctions de la chaine radicale sont protégées puis déprotégées afin
d'ajouter sélectivement I'acide aminé suivant dont la fonction carboxylique primaire aura été
préalablement activée pour réaliser le couplage. La synthése sur un support fixe facilite cette
succession d'étapes grace a la simplification de la purification entre chacune de ces étapes de
syntheése (par simples lavages et filtrations) et a la possibilité d’utiliser un tres large excés de réactifs
conduisant a des réactions de couplages quasi-totales. Cette méthode a actuellement abouti a
I'automatisation de la synthése peptidique. Néanmoins cette technique est plutot réservée a la
synthése de peptides ou de petites protéines (50-100 acides aminés maximum) (Hermodson 1996).
Pour pallier cette limitation et avoir acces a des protéines de plus grandes tailles il a été proposé de
synthétiser des fragments de ces protéines puis de les assembler par des réactions qualifiées de
ligation chimiosélectives afin d’obtenir les cibles. Plusieurs stratégies ainsi que de nombreuses
méthodes de ligation comme « la ligation chimique native » ont été développées.

ii) synthése peptidique par méthode semi-synthétique : Cette méthode consiste a synthétiser
des peptides et a engendrer des réactions de ligation entre un peptide avec un C.m a-thioester et
un autre peptide avec une cystéine en N_m et ainsi former une liaison peptidique par une réaction
de ligation (appelée aussi acyl-réarrangement) (Dawson and Kent 2000). Les fonctions nécessaires (a-
thioester) sont préalablement produites de maniére chimique ou enzymatique (Kimmerlin and
Seebach 2005). Le procédé enzymatique comprend l'utilisation d'une intéine. En effet, une intéine
est une séquence qui s'excise elle-méme en reliant les séquences présentes a ces extrémités par une
liaison peptidique et la génération d'un thioester (Figure 7A). Un thioester généré a partir d'une
protéine recombinante contenant une intéine pourra alors former une liaison peptidique avec un
peptide synthétique pouvant contenir un NAA (Figure 7B) (Debelouchina and Muir 2017).

28



Protéine recombinante (avec intéine)

HX HX o
A ™ B
| . ) Y s am
& ( - l
1 Amide-(thiojester 4 07 W SN
Rearrangement o ° i
oy ! )
1§k %
ln»ex:em } Ay o
? 3
) nl Génération du thioester (inteine, HS.
o S P
o !
2. Transesterification, I N Y
Branch formation o
I o
A o
x s, é Jil
oy ° 1 +
A A4 = 3 SR
_NH, Coesicr
e
. ° o Peptide synthétique (avec UAA)
3. Asn cyclization, \ X
Branch resolution NH
\l - Y ° ligation
0y /
Ve HX
e 53
| = 4. Finishing Reaction, ? .
HN" | Cextein l o s ) o ]
4. Finishing Reaction, Y & ou=) ’l ]
Acyl rearrangement i m N |
ol xH ] e I | o
LA OH o

HX
Figure 7: Mécanisme de ligation par l'utilisation d'une intéine (A); Utilisation de ce mécanisme pour produire une protéine
semi-synthétique (B)

A) Le processus est initié par I'attaque nucléophile d'une sérine, thréonine ou cystéine (X est donc un atome d'oxygene ou de
souffre) de la liaison peptidique ce qui génére un thioester (1). Cette réaction est suivie d'une trans-estérification entre le
premier résidu de la séquence en C-terminal de l'intéine et le thioester généré ce qui libére la partie N-terminal de l'intéine
(2). Le dernier résidu de l'intéine est une asparagine et par délocalisation des électrons de I'azote de cette chaine latérale, la
liaison entre l'intéine et la partie C-terminale est alors coupée (3); L'asparagine en 