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Avant-Propos 

Laboratoires d’accueil  

Ce travail de thèse 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 l’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 GrandJean) 

Equipe 3 : Mécanisme et régulation de la réparation de l’ADN (dirigée par Fabrice Fleury) 

Equipe 4 : Epigénétique: prolifération et différenciation (dirigée par Christophe Thiriet) 

Equipe 5 : Epigénomiques des microalgues et interactions avec l’environnement (dirigée par Leila 

Tirichine) 

 

Grâce à la multidisciplinarité de cette unité, des recherches à l’interface entre la biologie, la 

chimie et la bioinformatique sont réalisées. Ce cadre pluridisciplinaire est favorable à la réalisation de 

travaux de biologie de synthèse. Le travail de thèse présenté ici est d’ailleurs la concrétisation de ce 

nouvel axe au sein de l’équipe 2 : « Ingénierie moléculaire et glycobiologie », équipe intrinsèquement 

pluridisciplinaire puisque composée de chimistes et de biologistes. Les travaux de cette équipe sont 

variés allant de thématiques plutôt fondamentales (évolution d’enzymes pour la synthèse 

d’oligosaccharides, ingénierie d’enzymes pour la production de glycosylations régiosélectives, 

regroupement d’enzymes pour un fonctionnement optimisé appliqué à la production de 

biocarburant) ou thérapeutiques (génération d’inhibiteur multivalent, production de vaccins 

glycoconjugués et inhibiteurs de Galectines). L’UFIP possède également une plateforme de service (la 

plateforme IMPACT) qui a participé à ce projet pour l’analyse des protéines modifiées.  

Ce travail de thèse a également été développé en collaboration avec le CEISAM UMR CNRS 

6230 (Chimie Et Interdisciplinarité Synthèse Analyse et Modélisation) à Nantes, et plus 

particulièrement avec l’équipe SYMBIOSE qui comprend une plateforme de service de synthèses à 

façon. Ce laboratoire a en effet réalisé la synthèse des acides aminés non naturels originaux de ce 

projet.  

Enfin, les tests biologiques sur les modèles murins ont été réalisés au sein de la Plateforme 

Therassay à Nantes. 

 

Présentation succincte des deux axes constituant cette thèse 

Ce projet de thèse 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 très variés allant de l’ingénierie métabolique à la construction d’organismes minimaux 

artificiels. Il n’y a pas de définition officielle commune à tous (Osbourn et al. 2012), mais voici deux 

définitions assez représentatives du domaine :  

 « La biologie de synthèse est le design et l’ingénierie de domaines biologiques, de nouvelles 

machines et systèmes biologiques ainsi que le redesign de systèmes biologiques existants. » (Clarke 

2012). 

 « La biologie de synthèse est l’ingénierie de la biologie : la synthèse de systèmes complexes, 

basés ou inspirés du vivant, avec des fonctions qui n’existent pas dans la nature. L’ingénierie peut être 

appliquée à tous les niveaux de la hiérarchie des structures biologiques de molécules aux cellules 
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entières, tissus et organismes. Par essence, la biologie de synthèse va permettre le design de systèmes 

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 l’ingénieur. Ainsi, la 

biologie de synthèse consiste en une modification rationnelle à partir de la caractérisation de 

« briques » biologiques que l’on peut ensuite modifier, assembler et transférer d’un organisme à un 

autre afin d’atteindre une nouvelle fonction. 

De plus, d’un point de vue fondamental, l’ingénierie des systèmes biologiques devrait 

permettre d’améliorer nos connaissances du vivant. En effet, comme l’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 thèse nous nous sommes intéressés à 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 à des protéines impliquées en glycobiologie.  Cette technologie a 

alors été appréhendée selon deux axes indépendants : 

 -la première partie consiste à mettre au point l’incorporation d’acides aminés non naturels 

au sein du laboratoire en l’appliquant à la génération d’un vaccin glycoconjugué. Cette première 

partie consiste donc à s’approprier cette technologie en l’appliquant à une thématique déjà exploitée 

au laboratoire et d’y apporter une approche complémentaire. 

 -la deuxième partie consiste à 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 l’utilisation de différents acides aminés non 

naturels. 

 

Organisation du manuscrit 

Dans un premier temps, un état de l’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 à l’aide d’acides aminés 

non naturels (Partie I) et la modification des propriétés de reconnaissance de protéines (Partie II). 

 

La partie I 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 II 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 thèse. 
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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 êtres vivants. De plus, elles remplissent un 

champ très large de fonctions, allant de fonctions catalytiques à des fonctions structurelles. Pourtant, 

ces protéines ne sont généralement formées qu’à partir d’un enchaînement de 20 acides aminés 

naturels différents. Nous allons dans un premier temps revoir leur synthèse de façon succincte, ainsi 

que leur structure de manière générale avant de s’intéresser plus particulièrement aux acides aminés 

qui les composent et aux différentes méthodes qui permettent d'incorporer des acides aminés non 

naturels. 

I. Généralités 

I.1 Généralités sur la synthèse protéique 

L’ADN contient l’information génétique qui permet la synthèse des différents constituants 

cellulaires, y compris les protéines. A la manière d’un livre de stockage, celui-ci permet de conserver 

l’information de la manière la plus stricte possible à l’aide de ces deux brins qui constituent deux 

copies de l’information. Ensuite lors du processus qui mènera à la synthèse 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 enchaînement 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 à un acide aminé grâce à l’action d’une enzyme, l’aminoacyl 

ARNt synthetase (aaRS). Pour reprendre la comparaison de l’ADN en tant que livre, et l’ARNm en tant 

que message court issu de ce même livre, le ribosome serait en fait un lecteur qui lirait ce message 

(ARNm) grâce à 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 l’ARNt et chaque acide aminé. Le 

ribosome utilise donc l’ARNt couplé à l’acide aminé, issu de ce codex pour traduire ce message d’un 

langage génétique (polymère de nucléotides, à 4 bases) à un langage protéique (polymère d’acides 

aminés, à 20 acides aminé). Le polymère d’acide aminé alors produit constitue la base d’une 

protéine. En effet, à la manière d’un texte qui est formé d’un enchainement de mots, les protéines 

sont formées d’un enchaînement d’acides aminés (Figure 1). 

  
Figure 1: Présentation de la synthèse protéique 

L’ADN porte l’information génétique dont une partie est ensuite retranscrite en ARN messager. Celui-ci est lu par le ribosome 
à l’aide d’ARNt préalablement chargés d’un acide aminé grâce à l’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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I.2 Composition et structure des protéines  

Les protéines sont donc des polymères d’acides aminés. Ceux-ci sont composés d’une chaîne 

principale qui permet leur polymérisation et d’une chaîne latérale qui porte des fonctions chimiques 

différentes. Il en existe 20 naturels différents et chacun possède des caractéristiques 

physicochimiques uniques (encombrement, charge, polarité, réactivité). L’enchaînement de ces 

acides aminés constitue la structure primaire d’une protéine. Le polymère libéré par le ribosome 

(section I.3) va se replier selon des structures secondaires (feuillet β, hélice α, boucles), qui vont 

elles-mêmes s’agencer de façons variées dans l’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). 

 

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

 

Les protéines tirent leurs propriétés de leur structure, mais aussi des chaînes latérales 

portées par les acides aminés qui les composent. Ainsi, au sein du site actif d’une enzyme la nature 

des chaînes latérales des acides aminés a un rôle essentiel. Prenons comme exemple la trypsine dont 

l’action est d’hydrolyser une liaison peptidique suivant une lysine ou une arginine. Au sein de son site 

actif, elle possède 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 chaîne latérale de la sérine nucléophile ce qui permet 

l’attaque de la liaison peptidique à hydrolyser selon le mécanisme présenté Figure 3. 
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Figure 3: Mécanisme de protéase à 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'à l'histidine (d) il y a rupture de la liaison peptidique et relargage d'une partie du substrat 

clivé (e), puis grâce à 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 à 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. Ils ont classé ces acides aminés selon 3 propriétés : la taille, la 

charge et l’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 (Ilardo and Freeland 2014). La notion de couverture de l’espace chimique vient d’une 

méthode de découverte de nouveaux médicaments en chimie qui consiste à 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 être représentées et classées. Cette représentation va être utile afin de classer les 

molécules en différentes catégories permettant de définir des éléments clés pour l'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 là et pourquoi uniquement 20 ?"  

Les acides aminés n'ont pas été intégrés au sein de la vie biologique en même temps. Dix 

acides aminés les plus simples (A, D, E, G, I, L, P, S, T, V) sont supposés être les premiers à avoir été 

utilisés. Ils présentent alors déjà une couverture minimale qui permet de réaliser le repliement de 

protéines (Ilardo and Freeland 2014). Expérimentalement, des protéines formées uniquement à 

partir de 13 acides aminés ont été produites par mutagénèse 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 déjà 

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. Ils auraient alors permis de couvrir les zones de l'espace 
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chimique sous-représentées et ainsi maximiser les possibilités apportées (Ilardo and Freeland 2014). 

Mais ils auraient également permis d'augmenter la continuité de la couverture de cet espace 

chimique (Ilardo and Freeland 2014). De manière générale, les 20 acides aminés naturels 

permettraient donc de fournir un éventail assez large couvrant ainsi efficacement l’espace chimique. 

D'ailleurs, leur intégration dans la vie biologique a permis le développement de fonctions protéiques 

très variées permettant l'adaptation de la vie dans des conditions très 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, l'évolution aurait donc pu permettre l'incorporation d'une plus grande variété 

d'acides aminés. Néanmoins, la redondance du code génétique permettrait de limiter l'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 à la protéine produite de conserver sa 

structure et sa fonction lors de l'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 

l'aaRS et l'ARNt (Saint-Léger et al. 2016). L'ajout de nouveaux acides aminés impliquerait l'adaptation 

du système de traduction et serait alors assez inefficace par rapport au bénéfice qu'il apporterait à 

l'organisme. En effet, la reconnaissance de l'ARNt par l'aaRS doit être suffisamment spécifique pour 

ne pas le confondre avec un ARNt codant pour un autre acide aminé. Mais la structure de l'ARNt doit 

pouvoir s'adapter à sa prise en charge par le ribosome ainsi que par le facteur d'élongation lors du 

processus de la traduction, commun à tous les ARNt. Malgré tout, cette limitation a été 

ponctuellement outrepassée naturellement par l'utilisation biologique de quelques acides aminés 

naturels rares (sélénocystéine, pyrrolysine). Ceux-ci sont généralement incorporés au sein de 

protéines ayant des rôles très spécifiques. Par exemple, la pyrrolysine est un acide aminé naturel rare 

qui est incorporé au sein de méthyltransférases intervenant dans la synthèse du méthane, chez des 

archées méthanogènes.  De plus, d'autres mécanismes ont permis d'élargir les fonctionnalités 

disponibles au sein des protéines comme les modifications post-traductionnelles ainsi que par 

l’utilisation de co-facteurs. Par exemple, certaines enzymes utilisent des cofacteurs métalliques 

permettant des réactions d'oxydo-réduction.  

 

Figure 4: Représentation en diagramme de Venn des principales propriétés des acides aminés naturels. 
 Image traduite à partir de à la communication de (Jean-Baptiste, Berthelot, and Favre 2016).  

 

Malgré les difficultés liées à l'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 l’ingénierie de protéines ou pour 

répondre à 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 I.3), puis les 

différentes techniques qui permettent l’incorporation des NAA au sein des protéines en nous 

focalisant particulièrement sur les techniques développées in vivo chez les bactéries étant donné 

qu'il s'agit des méthodes utilisées au cours de cette thèse (sections II,  III et IV). Enfin, nous 

présenteront les différentes catégories d'applications ayant découlé de l’incorporation des NAA dans 

des protéines (section V). 

 

I.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 thèse 

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 rôle crucial au niveau de l'association entre les différents codons de 

l'ARN messager (ARNm) et les ARN de transferts (ARNt) couplés aux différents acides aminés, tandis 

que la grande sous-unité est le siège 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 siège de la liaison à un ARNt en attente, tandis que le site P est le siège 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, l'élongation et la 

terminaison.  

 L'initiation de la traduction passe par des facteurs d'initiations (IF1, IF2 et IF3) qui favorisent 

la reconnaissance de l’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 être relargués et la grande sous-unité du ribosome va s'assembler à la 

petite.  Puis le processus d'élongation va se mettre en place (Steitz 2008).  

 Lors de l'élongation (Figure 5), les différents ARNt préalablement liés aux acides aminés pour 

lesquels ils codent sont délivrés au ribosome grâce au facteur d'élongation EF-Tu couplé au GTP. 

Lorsque l'ARNt correspond au codon de l'ARNm, le GTP est hydrolysé, le facteur d'élongation est 

alors relargué et l'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 

l'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 être recyclé pour une future utilisation. Puis, une 

translocation itérative du ribosome permet la lecture de chaque codon de l'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 l'élongation, le facteur d'élongation (EF-Tu) délivre l'ARNt aminoacylé au ribosome. Si l'anticodon de l'ARNt 
correspond, le GTP est hydrolysé et l'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 libère l'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 l'arrêt 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 

à 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 entraîner la libération du polypeptide produit par l'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'arrêt de la traduction (RF1 ou RF2). La dissociation du ribosome et 

de l'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) 

II. 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 génèrent des motifs comme 

la phosphorylation ou la glycosylation. La modification chimique de résidus peut permettre de 

générer des sites de fixations que l'on peut coupler à une variété de motifs que l'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 à 

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 l'acide aminé à modifier dans la protéine sera alors 

critique pour la sélectivité. Par exemple, l'utilisation de la modification chimique de lysines, très 

abondantes à la surface, aboutit à 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 chaînes latérales qui seront affectées par le microenvironnement. Ainsi, 

les lysines proches d'acides aminés hydrophobes auront un pKa plus bas à cause d'un effet de 

désolvatation. Afin de contrôler plus spécifiquement les modifications apportées, le groupe de 

Gonçalo J.L. Bernades a donc exploité ces caractéristiques afin de cibler la lysine la plus réactive de 5 

protéines grâce au sulfonyl-acrylate (Matos et al. 2018). L'utilisation de réactions chimiques 

impliquant des acides aminés moins abondants et ayant une réactivité particulière, comme les 

cystéines, permet également de générer des produits plus homogènes. 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 être générée par mutagénèse dirigée à la 

position ciblée. Cependant, si la protéine contient une cystéine impliquée dans un rôle structural, 

d'autres méthodes impliquant des tyrosines peuvent être 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 synthèse protéique permettent de s'affranchir de ces problématiques liées à la séquence 

en acides aminés naturels de la protéine à modifier.  

III. Incorporation d’acides aminés non naturels in vitro 

III.1. Incorporation par synthèse chimique 

L'insertion de NAA peut être réalisée in vitro au cours de la synthèse chimique du 

polypeptide. Bien que maîtrisée, la synthèse de macromolécules comme les protéines rencontre 

toujours des barrières techniques. Une revue bibliographique réalisée par Kimmerlin et ses 

collaborateurs fait le bilan de l'évolution de la synthèse chimique des protéines (Kimmerlin and 

Seebach 2005). Voici brièvement les deux méthodes principales:  

 i) synthèse peptidique en « phase solide » : cette méthode découverte par Merrifield en 1963 

a engendré un véritable essor de la synthèse peptidique par voie chimique et a été l'objet d'un prix 

Nobel (Merrifield 1963). La synthèse 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 l'acide aminé suivant dont la fonction carboxylique primaire aura été 

préalablement activée pour réaliser le couplage. La synthèse sur un support fixe facilite cette 

succession d'étapes grâce à la simplification de la purification entre chacune de ces étapes de 

synthèse (par simples lavages et filtrations) et à la possibilité d’utiliser un très large excès de réactifs 

conduisant à des réactions de couplages quasi-totales. Cette méthode a actuellement abouti à 

l'automatisation de la synthèse peptidique. Néanmoins cette technique est plutôt réservée à la 

synthèse de peptides ou de petites protéines (50-100 acides aminés maximum) (Hermodson 1996). 

Pour pallier cette limitation et avoir accès à 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) synthèse peptidique par méthode semi-synthétique : Cette méthode consiste à synthétiser 

des peptides et à engendrer des réactions de ligation entre un peptide avec un C-term α-thioester et 

un autre peptide avec une cystéine  en N-term et ainsi former une liaison peptidique par une réaction 

de ligation (appelée aussi acyl-réarrangement) (Dawson and Kent 2000). Les fonctions nécessaires (α-

thioester) sont préalablement produites de manière 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-même en reliant les séquences présentes à ces extrémités par une 

liaison peptidique et la génération d'un thioester (Figure 7A). Un thioester généré à 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).  
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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 l'attaque nucléophile d'une sérine, thréonine ou cystéine (X est donc un atome d'oxygène ou de 
souffre) de la liaison peptidique ce qui génère 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 libère la partie N-terminal de l'intéine 
(2). Le dernier résidu de l'intéine est une asparagine et par délocalisation des électrons de l'azote de cette chaine latérale, la 
liaison entre l'intéine et la partie C-terminale est alors coupée (3); L'asparagine en C-terminal se cyclise et par une hydrolyse 
au succinimide produit une iso-aspargagine tandis qu'un réarrangement conduit à la formation de la liaison peptidique 
entre la séquence en N-terminal et en C-terminal. Afin de relier deux fragments, l'arginine située entre l'intéine et la 
séquence en C-terminale peut être mutée en Alanine pour stopper la réaction à l'étape 2. Figure extraite de la publication de 
(Mills, Johnson, and Perler 2014). 
B) L'utilisation du mécanisme de génération du thioester par une intéine peut être utilisé pour réaliser de la synthèse semi-

synthétique par le biais de protéine recombinante contenant l'intéine et un peptide de synthèse. Image adaptée à partir de 

la publication (Debelouchina and Muir 2017)  

 

 L'incorporation d'un acide aminé non naturel au sein d'une protéine peut donc se faire 

pendant sa synthèse chimique totale ou partielle (Nilsson, Soellner, and Raines 2005). De manière 

générale, ces méthodes de synthèse sont difficiles à mettre en place pour la synthèse totale de 

protéines et doivent notamment faire face aux problématiques du repliement correct des protéines 

(Chang C Liu and Schultz 2010). Néanmoins, des protéines complètes ont pu être produites par cette 

méthode comme cela a pu être démontré par exemple par la production de glycoprotéines telles que 

l'erythroprotéine (environ 30-37 kDa), l'interleukine IL6 (environ 30 kDa) ou encore l'interlekine IL-8 

(dimère de 59kDa et de 67kDa) (Carlo and Yasuhiro 2018).  

 

III.2. Incorporation par pré-couplage de l'ARNt 

D'autres approches biosynthétiques ont aussi été développées pour de l'expression in vitro 

de protéines contenant des acides aminés non naturels (NAA). Comme nous l'avons vu 

précédemment (section I.1), les ARN de transfert (ARNt) permettent la correspondance entre le code 

génétique et la séquence primaire de la protéine en associant un acide aminé au codon 

correspondant. Des ARNt ayant été chargés artificiellement avec un acide aminé non naturel peuvent 

être utilisés lors de la traduction par le ribosome. La production de la protéine modifiée peut alors se 

réaliser in vitro grâce à des mélanges réactionnels contenant les différents composants nécessaires à 

la traduction, auquels on aurait ajouté cet ARNt relié à l'acide aminé non naturel (Hecht 2009). Ces 

mélanges peuvent être indéfinis lorsqu'ils sont dérivés de lysats cellulaires, ou définis lorsqu'il s'agit 

d'un mélange des différents éléments purifiés (Rolf, Rosenthal, and Lütz 2019). L'expression de 
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protéines in vitro peut être avantageux lors de la production de protéines toxiques ou très 

hydrophobes (Rolf, Rosenthal, and Lütz 2019). Cependant, comparativement à des méthodes de 

production in vivo, cette méthode de production a des limitations dont principalement une efficacité 

de production plus faible, mais aussi des difficultés pour réaliser la montée en échelle de production 

dues au coût élevé des mélanges rationnels ou à l'irrégularité des lysats cellulaires (Rolf, Rosenthal, 

and Lütz 2019). Toutefois, pour des petites échelles de production, l'utilisation de mélanges définis 

permet de s'affranchir de certaines limitations en éliminant des composés cellulaires comme des 

facteurs d'arrêts de la transcription ou des paires spécifiques d'aaRS-ARNt afin de détourner 

n'importe quel codon pour l'incorporation d'un acide aminé non naturel (Goto, Katoh, and Suga 

2011).  

 

Pour charger ces acides aminés non naturels (NAA) sur l'ARNt, des nucléotides sont liés 

chimiquement au NAA puis chargés enzymatiquement à des ARNt tronqués en 3' (Figure 8) 

(Robertson, Ellman, and Schultz 1991). Cependant, les étapes de synthèse sont techniquement 

difficiles et comportent différentes étapes utilisant des acides aminés protégés avec un rendement 

global faible (généralement moins de 10%) (Giel-Pietraszuk and Barciszewski 2006).  

 

Figure 8: Ligation d'un acide aminé non naturel sur un ARN de tranfert (ARNt) à l'aide d'une T4 RNA ligase  
L'ARNt est produit par une transcription d’une version tronquée. En effet, il lui manque deux bases phosphatées (dC et A) au 
niveau de son bras accepteur. L'acide aminé non naturel à incorporer est chimiquement synthétisé relié à ces nucléotides 
phosphatés (pdCpA). Ces deux partenaires sont ensuite couplés à l'aide de la T4 RNA ligase. 

 

Face à ces difficultés techniques, les propriétés de certains ARN catalytiques ont également 

été exploitées. En effet, en 1982 lors de travaux réalisés sur la transcription, Thomas Cech et Sidney 

Altman ont découvert que certains ARN (ultérieurement appelés ribozymes) étaient dotés d’activités 

catalytiques ce qui leur a valu le prix Nobel de chimie en 1989 (Cech and Atlman 1989). A la suite de 

cette découverte, de nombreux ARN catalytiques ont été découverts et des méthodes de sélection 

ont été développées afin de générer des ARN catalytiques possédant de nouvelles activités (Walter 

and Engelke 2002). Ainsi, en 2003, Suga et ses collaborateurs ont mis au point des ribozymes 

artificiels appelés flexizymes capables de réaliser l'aminoacylation des ARNt (Murakami, Saito, and 

Suga 2003). Ils reconnaissent l'extrémité de l'ARNt en 3' (RCCA-3') avec en position 73 (désigné ici par 

R) une Guanidine, une Adénine ou un Uracile et un groupe partant lié à l'acide aminé à charger sur 

l'ARNt (Figure 9) (Ohuchi, Murakami, and Suga 2007). Afin d'élargir les outils disponibles pour 

incorporer un large panel d'acides aminés, plusieurs types de flexizymes ont été développés et sont 
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spécifiques envers leur groupe partant. Ainsi des flexizymes (eFx) ont été conçus pour le transfert 

d'acides aminés aromatiques sont spécifiques pour des acides aminés sous forme d'esters 

cyanométhylés, alors que ceux (dFx) plus spécialisés pour des acides aminés non aromatiques sont 

spécifiques pour des acides aminés sous forme d'esters 3,5-dinitrobenzyliques. Cette dernière classe 

de flexizymes (dFx) permet l'incorporation d'un très large panel d'acides aminés. Cependant, dans le 

cas d'acides aminés très encombrants, une classe (eFx) reconnaissant des acides aminés sous forme 

d'ester 4-chlorobenzylique est généralement efficace. Enfin dans le cas d'une baisse de solubilité de 

l'acide aminé à cause du groupe partant, une dernière classe de flexizyme (aFx) reconnait des acides 

aminés sous forme de thioesters 4-[(2-aminoethyl)carbamoyl]benzylique (Figure 9) (Goto, Katoh, and 

Suga 2011). Bien que variable selon l'acide aminé à charger, le rendement de l'acylation de l'ARNt est 

généralement assez fort (10% à > 90%). De plus, comparativement à l'aminoacylation semi-

enzymatique des ARNt, l'utilisation des flexizymes est techniquement simple car réalisée par la 

simple incubation dans la glace du flexizyme, de l'ARNt et de l'acide aminé à charger (Goto, Katoh, 

and Suga 2011). 

 
Figure 9: Utilisation de flexizymes en fonction de l'acide aminé à charger et de son groupe partant 

 schéma réalisé à partir des informations de la publication (Goto, Katoh, and Suga 2011). 

 

L'utilisation d'ARNt pré-couplé à l'acide aminé non naturel est également possible in vivo par 

la micro-injection de celui-ci au sein d'ovocytes (Monahan, Lester, and Dougherty 2003). Néanmoins 

cette technique est limitée par la délivrance des ARNt aminoacylés qui ne peut pas être réalisée de 

manière continue et la nature invasive des techniques de microinjections ou transfections (Q. Wang, 

Parrish, and Wang 2009). Cependant, les ovocytes de grenouilles Xenopus laevis sont 

particulièrement utilisés lors de recherches sur des mécanismes cellulaires fondamentaux car ces 

mécanismes sont très conservés par rapport à l'Homme et ce matériel biologique est peu coûteux 

(Nikos 2012). L'utilisation d'acides aminés non naturels fluorescents a notamment permis d'étudier le 

fonctionnement de canaux ioniques membranaires (Kalstrup and Blunck 2017).  
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IV. Incorporation d'acides aminés non naturels in cellulo 
 L'incorporation d'acides aminés non naturels in vivo est également essentiellement basée sur 

la misacylation d'un ARNt, afin qu'au cours de la traduction, le ribosome réalise son incorporation 

dans la protéine synthétisée. Au sein de la cellule, le chargement de l'ARNt est réalisé par les 

aminoacyl ARNt synthétases (aaRS). Nous allons donc tout d'abord décrire le fonctionnement de ces 

enzymes avant de voir les techniques détournant leurs propriétés in vivo.  

IV.1 Généralités sur les aminoacyl ARNt synthétase 

IV.1.1 Mécanisme réactionnel catalysé par les aminoacyl ARNt synthétases 

 Une aminoacyl ARNt synthétase est spécifique d'un acide aminé donné et du ou des ARNt 

correspondants. Le transfert de l'acide aminé sur l'ARNt va être catalysé en deux étapes (Figure 10). 

Tout d'abord, l'acide aminé (Aa) à charger est activé (sous la forme AMP-Aa) grâce à une molécule 

d'ATP et à la formation de pyrophosphate (PPi). Puis une attaque nucléophile à partir de la base 76 

de l'ARNt engendre la liaison de celui-ci avec l'acide aminé et la libération d'AMP. La stéréochimie de 

cette dernière étape varie selon le type d'aaRS. En effet,  les aaRS peuvent être phylogénétiquement 

classées selon deux catégories (classe I ou classe II) ((Perona and Gruic-Sovulj 2014),Tableau 2). 

 
Figure 10: Mécanisme réactionnel catalysé par l'aminoacyl ARNt synthétase 

L'aminoacyl ARNt synthétase catalyse la liaison de l'acide aminé sur l'ARNt selon ces deux étapes: tout d'abord l'hydrolyse 
de l'ATP permet l'activation de l'acide aminé (1), ensuite une attaque nucléophile de l'ARNt sur l'acide aminé permet le 
chargement de celui-ci et la libération de l'AMP (2) ; image reproduite à partir de la publication (Perona and Gruic-Sovulj 
2014).   

IV.1.2 Structures des aminoacyl ARNt synthétases 

IV.1.2.1 Reconnaissance   

 En dehors de la reconnaissance de l'ATP, les aaRS sont spécifiques pour deux types de 

substrats : l'acide aminé et une série d'ARNt isoaccepteurs. Les ARNt possèdent des structures 

globalement proches en forme de "L". Des motifs appelés déterminants permettent la 

reconnaissance spécifique de ces ARNt par l’aaRS ( 

Tableau 1) (Giege, Sissler, and Florentz 1998). Ils sont constitués soit de modifications post-

traductionnelles sur des bases de l'ARNt, soit de nucléotides identifiés. Les déterminants sont 

généralement présents au niveau du bras accepteur ou de l'anticodon (Figure 11), bien qu'il existe 

quelques exemples au niveau du corps de l'ARNt. Par exemple, la base discriminante en position 73 

ainsi que l'appariement au niveau des bases 1 et 72 sont des déterminants fréquents (Giegé and 

Eriani 2014). Concrètement, ces déterminants peuvent être positifs c'est-à-dire favoriser la 

reconnaissance de l'ARNt par son aaRS correspondante ou négatifs et réduire la reconnaissance de 
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l’ARNt par une aaRS donnée. Leurs effets se traduisent par des interactions avec des acides aminés 

de l'aaRS ou par un rôle indirect en modifiant la structure de l'ARNt et donc son positionnement dans 

le site actif de l’aaRS (Giegé and Eriani 2014). En effet, le bon positionnement de l'extrémité 3'-A76 

de l'ARNt dans le site actif serait essentiel pour l'efficacité du transfert (Perona and Gruic-Sovulj 

2014).  
 

 

 
Figure 11: Structure de l'ARNt  

L'ARNt forme une structure secondaire en forme de trèfle (à gauche sur la figure) qui structurellement se caractérise par une 
forme générale en L (à droite sur la figure). Les différentes parties de l'ARNt ont été identifiées selon des boucles (loop sur la 
figure). Le bras accepteur (acceptor stem) correspond à celui sur lequel l'acide aminé sera greffé. Nous pouvons noter que 
deux types d'aaRS existent (section IV.1.2.2) et reconnaissent l'ARNt selon le petit ou le grand sillon (indiqué à droite sur la 
figure). Image modifiée à partir de  la publication (Hou 2010) 

 
 

Tableau 1: Quelques exemples de déterminants au niveau de l'ARNt 
La reconnaissance de l'ARNt par l'aaRS est liée à quelques éléments clés présents au niveau de celui-ci. Ces éléments sont 
appelés déterminants. Ils peuvent avoir un effet positif, c'est-à-dire favoriser leur reconnaissance par une aaRS ou négatif, 
c'est à dire limiter ou même empêcher leur reconnaissance par une autre aaRS. Ces informations sont tirées de la publication 
(Giegé and Eriani 2014) 

Déterminant ARNt/organisme Effet 

Anticodon entier ARNt
Cys

 Positif : CysRS, GlnRS, IleRS, MetRS, 

TrpRS, AsnRS, AspRS, HisRS, LysRS, 

PheRS, ThrRS 

G73 ARNt
Arg

, ARN
Gln

, 

ARNt
Trp

, ARNt
Asp

, 

ARNt
Asn

, ARNt
Ser

 / Tous 

Positif : ArgRS, GlnRS, TrpRS, AspRS, 

AsnRS, SerRS 

Appariement U1-A72 ARNt
Gln

 / Tous Positif : GlnRS 

C35 ARNt
Arg

, ARNt
Cys

, 

ARNt
Trp

, ARNt
Gly 

/ Tous 

Positif: ArgRS, CysRS, TrpRS, GlyRS 

A9 ARNt
Trp

 / Tous Positif : TrpRS 

Lysidine34 (base C 

modifiée) position 34 

ARNt
Ile 

/ E.coli Négatif sur la reconnaissance par 

MetRS 

m
1
G37 (base G méthylée) 

position 37 

ARNt
Asp 

/ levure Négatif sur la reconnaissance par ArgRS 

A36 ARNt
Arg 

/ E.coli Négatif sur la reconnaissance par TrpRS 

Misappariement G3-U70 ARNt
Ala

 / levure Négatif sur la reconnaissance par ThrRS 

 

 La reconnaissance des acides aminés doit également être très fine. En effet, les erreurs de 

chargement auraient des conséquences importantes sur le fonctionnement de la cellule en 

conduisant à la production de protéines modifiées ce qui pourrait entrainer la mort cellulaire (Perona 
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and Gruic-Sovulj 2014). La spécificité des aaRS envers un acide aminé est en général très forte. Ainsi, 

même des acides aminés ayant un encombrement similaire comme l'asparagine et l'acide aspartique 

ou la tyrosine et la phénylalanine sont spécifiquement reconnus par leur aaRS respectives. Certains 

acides aminés clés de l’aaRS permettent alors cette haute spécificité. Par exemple, au niveau de 

l'aspartyl ARNt synthétase (AspRS), une lysine en position 198 interagit avec le groupement 

carboxylate de la chaine latérale de l'acide aspartatique, favorisant ainsi la reconnaissance de ce 

substrat. Des travaux ont d'ailleurs pu montrer que la mutation de cette lysine en leucine ou glycine, 

entraîne une perte de la spécificité pour l'acide aspartique avec une différence d'énergie de liaison 

de l'AspRS avec l'acide aspartique ou l'asparagine qui devient nulle (Archontis et al. 1998). De plus, 

certaines aaRS ont également une précision renforcée par des fonctions de relecture qui leur 

permettent d'hydrolyser des acides aminés activés ou transférés par erreur sur un ARNt (Figure 12). 

Ces fonctions sont présentes au niveau de résidus très conservés au sein du site actif ou par la 

présence d'un site d'édition distinct du site actif permettant l'hydrolyse d'acides aminés déjà 

transférés sur l'ARNt (Ling, Reynolds, and Ibba 2009). Ainsi, au niveau des aaRS, l'aminoacylation des 

ARNt peut ainsi être maîtrisée à l'aide de deux cribles : le site actif qui ne prendra en charge qu'une 

gamme très restreinte d'acides aminés, suivi d'une vérification plus stricte par un site d'édition. Par 

exemple, la Phenylalanyl ARNt synthétase (PheRS) peut transférer à la fois la phénylalanine et la 

tyrosine sur l'ARNtPhe. Cependant, le site d'édition permettra l'hydrolyse spécifique de la tyrosine 

grâce à une fonction carboxylate de l'acide aminé E334 formant spécifiquement une liaison 

hydrogène avec la tyrosine qui sera donc stabilisée au sein du site d'édition (Sasaki et al. 2006). 

 

 
Figure 12: Structure d'une Thréonine ARNt synthetase en complexe avec son ARNt.  

Cette aaRS présente un site actif ainsi qu'un site d'édition, ce qui permet de garantir la correcte aminoacylation de l'ARNt. 
Cette image est extraite de la publication (Berg JM, Tymoczko JL, and Stryer L 2002) 
 

 Après l'aminoacylation de l'ARNt, celui-ci sera délivré au ribosome par l'intermédiaire du 

facteur d'élongation (EF-Tu). Ce dernier reconnait à la fois l'acide aminé et l'ARNt et possède une 

affinité équivalente pour tous les ARNt correctement couplés. Ainsi, si le facteur d'élongation 

reconnait un acide aminé avec une faible affinité, il aura une affinité plus forte pour l'ARNt 

correspondant afin de contrebalancer cet écart et avoir une affinité équivalente pour chaque ARNt 

couplé. De plus, il a pu être montré que le facteur d’élongation avait une affinité faible pour certains 

ARNt misacylés (incorrectement couplés, par exemple : Glu-ARNtGln, Asp-ARNtAsn) ce qui pourrait 

permettre de renforcer la fiabilité du décryptage du code génétique (Ling, Reynolds, and Ibba 2009). 
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IV.1.2.2  Caractéristiques structurales des Aminoacyl ARNt synthétases selon leur classe 

 Les aminoacyl ARNt synthétases ont été phylogénétiquement classées selon deux principales 

classes contenant chacune 10 aaRS (Tableau 2). Seule la Lysyl-ARNt synthétase (LysRS) est plus 

difficilement classée car elle possède une caractéristique structurale de classe I chez les eucaryotes 

et chez la plupart des bactéries mais de type II chez les archées et quelques bactéries (Alexandre 

Ambrogelly 2000). L'origine phylogénétique commune à ces deux classes n'a pas été déterminée, 

mais les gènes des aaRS de classe I et II pourraient être la conséquence d'une évolution à partir de 

gènes bidirectionnels ou de différents cadres de lectures (Pak, Kim, and Burton 2018).  

 
Tableau 2: Classification des aminoacyl ARNt synthétases 

Les aminoacyl ARNt synthétases (aaRS) peuvent être classées phylogénétiquement selon deux classes. Les aaRS de classe I 
sont généralement monomériques ou dimériques alors que les aaRS de classes II sont dimériques ou tétramériques. De plus, 
certaines aaRS des deux classes possèdent une fonction d'édition, ce qui leur permet d'avoir une meilleure fiabilité lors de 
l'aminoacylation de l'ARNt. Tableau reproduit à partir de la publication de (Perona and Gruic-Sovulj 2014) 

 

  

 Les principales différences structurales entre ces deux classes sont répertoriées dans le  

Tableau 3. 

 Tout d'abord, au niveau de leur structure globale, les aaRS de classe I sont principalement 

monomériques avec quelques exceptions homodimériques, alors que les aaRS de classe II sont 

principalement des dimères ou des tétramères. De plus, les aaRS de classe I possèdent un site de 

type "Rossmann" (c'est-à-dire un feuillet β formé par 6 brins en parallèle liés à deux paires d'hélices 

α, dans l'ordre β-α-β) permettant de lier l'ATP et comprenant deux séquences consensus très 

conservées (HIGH et KMSKS) (Perona and Gruic-Sovulj 2014). Leur site actif est plutôt ouvert et ces 

aaRS lient donc généralement des acides aminés encombrants (Rajendran et al. 2018). La structure 

des aaRS de classe II correspond à des feuillets β anti-parallèles, avec trois motifs principaux 

conservés (GφXXφXXPφφ, (F/Y/H)RX(E/D)(4 à 12 résidus)(R/H)XXXFXXX(D/E), et GφGφGφ(D/E)Rφφφφφ avec 

φ pour un acide aminé hydrophobe et x n'importe quel acide aminé). Le motif 1 est impliqué dans la 

dimérisation de l'enzyme tandis que le motif 3 se lie à l'ATP et que le motif 2 est impliqué dans le 

couplage de l'ATP, l'acide aminé et l'ARNt (Giegé and Eriani 2014). Au niveau du site actif, l'ATP est 

notamment reconnu sous une forme coudée caractéristique de cette classe.  

AaRS de 

classe I

Structure 

quaternaire

Fonction 

d'édition

AaRS de 

classe II

Structure 

quaternaire

Fonction 

d'édition

MetRS α, α2 Oui SerRS α2 Oui

LeuRS α Oui ProRS α2 Oui

IleRS α Oui ThrRS α2 Oui

ValRS α Oui GlyRS α2 Non

HisRS α2 Non

CysRS α, α2 Non

GlnRS α Non AspRS α2 Non

GluRS α Non AsnRS α2 Non

LysRS α2 Oui

TyrRS α Non

TrpRS α2 Non PheRS (αβ)2, α Oui

GlyRS (αβ)2 Non

ArgRS α2 Non AlaRS α2, α Oui

SepRS α4 Non

LysRS α Non PylRS α2 Non

Sous classe ID

Sous classe IE

Sous classe IA Sous classe IIA

Sous classe IB

Sous classe IIB

Sous classe IC

Sous classe IIC
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 Comme nous l'avons vu précédemment (section IV.1.1), les aaRS de classe I effectuent 

l'aminoacylation de l'ARNt au niveau de l'extrémité 2'OH, alors que les aaRS de classe II l'effectuent 

au niveau de l'extrémité 3'OH. Il s'agit d'une conséquence du mode d'interaction de celles-ci avec 

l'ARNt qui s'effectue principalement par le biais du petit sillon de ce dernier pour les aaRS de classe I 

et par le grand sillon pour les aaRS de classe II (Figure 11)(Rajendran et al. 2018). 

 Au niveau cinétique, l'étape limitante pour la classe II serait plutôt l'activation de l'acide 

aminé par sa liaison à l'AMP (Perona and Gruic-Sovulj 2014) tandis que pour la classe I, il s'agit de 

l'étape du relargage de l'ARNt aminoacylé. Cette étape pourrait alors être facilitée par la formation 

d'un complexe avec le facteur d'élongation EF-Tu (C. M. Zhang et al. 2006). Ainsi, par exemple, 

l'affinité de la cystéinyl ARNt synthétase (CysRS, aaRS de classe I) est 10 fois supérieure pour l'ARNt 

aminoacylé que pour l'ARNt seul. Cette forte reconnaissance entraîne un relargage lent du produit. 

Cependant, le facteur d'élongation EF-Tu a une affinité 300 fois supérieure pour l'ARNt aminoacylé 

avec la cystéine, ce qui permet alors de faciliter ce relargage de l'ARNt aminoacylé par l'aaRS  (C. M. 

Zhang et al. 2006). 
 

Tableau 3: Différences caractéristiques des aaRS selon leur classe 

Caractéristiques aaRS de classe I aaRS de classe II 

Structure quaternaire Monomères, parfois dimères Dimères ou plus 

Organisation globale 

du site 

Rossmann (Feuillets β parallèles) Feuillets β anti-parallèles 

Motifs conservés HIGH 

KMSKS 

-GφXXφXXPφφ 

-(F/Y/H)RX(E/D)(4 à 12 

résidus)(R/H)XXXFXXX(D/E) 

-GφGφGφ(D/E)Rφφφφφ 

(avec φ acide aminé hydrophobe et X 

n'importe quel acide aminé) 

Conformation de l'ATP 

au sein du site 

Etendue Coudée 

Liaison à l'ATP Principalement par le petit sillon Principalement par le grand sillon 

Aminoacylation de 

l'ARNt 

En 2'-OH En 3'-OH 

Etape limitante Relargage de l'ARNt aminoacylé Activation de l'acide aminé 

Exemple de 

structures, images 

extraites de la 

publication (Nyamai 

and Tastan Bishop 

2019) 

 

Les domaines 

représentés en gris 

correspondent au 

domaine de fixation à 

l'anticodon. 

 

TyrRS, issue du parasite de la 

malaria (Plasmodium) 

 

 

LysRS, issue du parasite de la malaria 

(Plasmodium) 
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IV.2 Incorporation des acides aminés non naturels par méthode résidu spécifique 

IV.2.1. Principe de la méthode d'incorporation résidu spécifique 

 L'incorporation des acides aminés non naturels de manière résidu-spécifique permet de 

remplacer un type d'acide aminé (par exemple toutes les Méthionines) par des acides aminés non 

naturels dans une protéine (Singh-Blom, Hughes, and Ellington 2013). Cette incorporation utilise les 

propriétés de reconnaissance des aaRS En effet, comme nous l’avons vu les aaRS ont une 

reconnaissance spécifique des acides aminés naturels les uns par rapport aux autres. Ainsi, les aaRS 

ont spécifiquement développé des fonctions d'édition contre des acides aminés naturels proches de 

leurs substrats (section IV.1.2.1). Cependant, si un acide aminé non naturel a une structure proche 

d'un acide aminé non naturel, il pourrait être pris en charge par une aaRS. Ainsi, "par erreur" un NAA 

peut être inséré dans la séquence protéique à la place d’un acide aminé naturel duquel il est 

structuralement proche.   

 

IV.2.2. Méthode permettant l'incorporation résidu spécifique in vivo 

 Malgré une structure analogue à l'acide aminé naturel, l’aaRS a généralement une affinité 

plus faible pour l'acide aminé non naturel. Un mélange de protéine sauvage et de la protéine 

modifiée avec l'acide aminé non naturel sera alors produit avec un rapport plus ou moins important 

selon cette différence d'affinité. Afin d'avoir une protéine modifiée pure, la production de celle-ci 

doit alors s'effectuer en l'absence de l'acide aminé naturel remplacé. Une souche auxotrophique 

pour celui-ci doit donc être utilisée pour garantir son absence. Cependant, l'acide aminé non naturel 

ne sera pas uniquement incorporé au sein de la protéine cible mais également au sein de 

nombreuses protéines endogènes. Ces modifications majeures peuvent donc altérer la croissance 

bactérienne. La souche est donc préalablement amplifiée afin de fournir le matériel biologique 

nécessaire. Celui-ci peut ensuite être cultivé dans un milieu où l'acide aminé naturel a été remplacé 

par l'acide aminé non naturel et où la production de la protéine cible sera est induite (Singh-Blom, 

Hughes, and Ellington 2013).  

 Le taux d’incorporation du NAA et donc le taux d'expression de la protéine modifiée peuvent 

être augmentés par la surexpression de l'aaRS (Kiick, van Hest, and Tirrell 2000; Kiick and Tirrell 2000) 

ou la modification de son site actif par mutagénèse dirigée (Datta et al. 2009; Kast and Hennecke 

1991) afin de compenser une éventuelle faible reconnaissance de l'acide aminé non naturel. De 

manière générale, cette technique est surtout limitée par la structure du NAA étant donné qu’il doit 

avoir une structure analogue à celle de l’acide aminé naturel remplacé. Cependant la diversité des 

NAA utilisables a été étendue par l'ingénierie des aaRS (Hadd and Perona 2014). Actuellement, 

différents analogues ont pu être incorporés par cette méthode dont des analogues de méthionine, 

d'isoleucine, de phénylalanine, de proline, de tryptophane, de tyrosine, et de valine (Tableau 4).  

 Au niveau des autres limitations de cette technique, la nécessité de la déplétion de l’acide 

aminé naturel au cours du procédé le complique notamment la production en fermenteur, ce qui 

rend la production à grande échelle difficile (Chang C. Liu and Schultz 2010). Par ailleurs, l'impact de 

l'acide aminé à incorporer sur la croissance bactérienne ainsi que l'utilisation de souches 

auxotrophes peut limiter le rendement de production de la protéine d'intérêt (Chang C. Liu and 

Schultz 2010). Globalement, cette méthode permet d'incorporer efficacement plusieurs acides 

aminés non naturels au sein d’une protéine. Elle est donc particulièrement appropriée pour 

l'incorporation multiple d'un acide aminé non naturel à plusieurs positions. Cependant, sauf s'il est 
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possible de muter considérablement la protéine d'intérêt, il n’y a pas de contrôle sur le site que l’on 

veut modifier. Les approches d'incorporation des acides aminés non naturels de manière site 

spécifique permettent alors de répondre à ces besoins complémentaires (section suivante IV.3). 

 

Tableau 4: Exemples d'analogues d'acides aminés incorporés par la méthode résidu spécifique 

Acide aminé remplacé Analogues 
Références 

bibliographiques 

Méthionine (Met) 

 

Sélénométhionine, analogues alcène, alcyne, 

azoture, fluoré et autre : 

 

(Cowie and Cohen 

1957) (Kiick and 

Tirrell 2000; van 

Hest and Tirrell 

1998; Kiick et al. 

2002) 

Tryptophane 

 

Analogues Fluorés : 

 
Autres analogues:  

 

(Singh-Blom, 

Hughes, and 

Ellington 2013) 

Phénylalanine 

 

Dérivés halogénés : 

 

(Ibba and 

Hennecke 1995) 

Tyrosine 

 

Analogues halogénés : 

 

(Minks et al. 2000) 

Proline 

 

Cycle différent : 

 

(Pine 1978) 

Isoleucine  

 

Analogues Fluorés : 

 

(P. Wang, Tang, 

and Tirrell 2003) 

Valine 

 

Dérivé Fluoré et autre dérivé 

 

(Hartman et al. 

2007) 
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IV.3 Incorporation des acides aminés non naturels de manière site spécifique 

IV.3.1. Principe de la méthode d'incorporation site spécifique 

 L'incorporation de façon site spécifique consiste à remplacer un acide aminé naturel par un 

acide aminé non naturel (NAA) à une position précise sans changer le reste de la séquence protéique. 

Pour cela, il faut un couple aaRS/ARNt qui permette cette introduction spécifique du NAA. Tout 

d'abord, l'ARNt ne doit pas posséder un anticodon déjà utilisé pour l'incorporation d'un autre acide 

aminé afin d'éviter toute incorporation à une position non voulue. Un codon sera détourné et il s’agit 

très souvent d’un codon stop, principalement le codon ambre TAG dont le taux d'utilisation est bas 

avec 93% des gènes terminés par TAA ou TGA chez E. coli (Chang C Liu and Schultz 2010). De plus, 

l'aaRS et l'ARNt doivent être orthogonaux au système de traduction endogène (Figure 13). C'est-à-

dire que l'ARNt ne doit pas être pris en charge par des aaRS endogènes et que l'aaRS orthogonale ne 

doit pas prendre en charge ni des ARNt endogènes, ni des acides aminés naturels. L'absence de 

réactivité croisée permet alors d'ajouter une voie indépendante qui permet de coder spécifiquement 

l'acide aminé non naturel (Chang C Liu and Schultz 2010). L'aaRS va spécifiquement greffer l'acide 

aminé non naturel au niveau de l'ARNt orthogonal qui sera ensuite pris en charge lors de la 

traduction pour permettre l'incorporation du NAA au sein de la protéine. La position à laquelle il sera 

incorporé aura alors été préalablement déterminée par un codon stop généré par mutagénèse 

dirigée au niveau de la séquence de la protéine d'intérêt (Figure 14). 

 
Figure 13: Présentation de la signification d'une voie orthogonale  

Les voies endogènes sont représentées en bleu et la voie ajoutée en rouge. Afin d'être orthogonale au système endogène, 
celle-ci ne doit pas interagir avec les voies déjà en place. C'est-à-dire que l'ARNt ne doit pas être pris en charge par des aaRS 
endogènes et que l'aaRS orthogonale ne doit pas prendre en charge ni des ARNt endogènes, ni des acides aminés non 
naturels 
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Figure 14: Incorporation d'un acide aminé non naturel (NAA) par la méthode site spécifique  

Lors de la traduction, l'aaRS orthogonale va charger le NAA sur l'ARNt orthogonal qui va alors être pris en charge par le 
ribosome lors de la traduction pour incorporer le NAA à la position du codon stop TAG. Figure reproduite à partir de la 
publication  (Q. Wang, Parrish, and Wang 2009) 

 

 

IV.3.2. Aminoacyl ARNt synthétases orthogonales 

IV.3.2.1 Modification du code génétique porté par les aaRS in vivo 

 Comme nous l'avons vu précédemment (section IV.1.2.1), les aaRS reconnaissent 

principalement des éléments appelés déterminant au niveau de l'ARNt. En transposant ces éléments 

d'un ARNt à un autre, on peut alors modifier le code génétique. Ainsi, un ARNtMet issu d'E. coli codant 

pour la méthionine peut être chargé par une thréonine par une modification de son anticodon de 

CAU à GGU (Schulman and Pelka 1990). Au niveau protéique, la modification de motifs de 

reconnaissance de déterminants au sein d'une glutamine ARNt synthétase a entrainé son utilisation 

de l'ARNtGlu codant pour le glutamate en tant que substrat (Agou et al. 1998). Ainsi, la reconnaissance 

aaRS / ARNt est principalement portée par ces déterminants. Cependant tous les déterminants pour 

les couples aaRS / ARNt n'ont pas été identifiés. Afin de privilégier une absence de réaction croisée 

avec les aaRS / ARNt endogènes, un couple aaRS / ARNt phylogénétiquement éloigné de l'organisme 

de production est généralement choisi. Ainsi, une dizaine de couple aaRS / ARNt orthogonaux ont pu 

être transférés au sein d'organismes hétérologues (Tableau 5 ci-dessous) (Melnikov and Söll 2019). 
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 Tableau 5: AaRS et ARNt utilisés pour la modification du code génétique in vivo 
 Tableau construit à partir des informations issues de la publication (Melnikov and Söll 2019). Les paires les plus utilisées 
sont indiquées en vert et seront développées section IV.3.2.2. 

Couple Aminoacyl ARNt 
synthétase / ARNt 

Organisme d'origine 
Organisme de 
production 

Différences de Déterminants 
critiques au niveau de l'ARNt 

Histidine HisRS / ARNt
His

 C. crescentus E. coli 
- G-1 et C73 pour E. coli 
- A73 pour C. crescentus 

Leucine LeuRS / ARNt
Leu

 
M. thermoautotrophicus 
H. sapiens 

E. coli Différentes structures tertiaires 

Lysine LysRS / ARNt
Lys

 P. horikoshi E. coli 
-A73 pour les bactéries 
-G73 pour les archées 

Phénylalanine PheRS / 
ARNt

Phe S. cerevisiae E. coli 
-U20 pour les bactéries 
-G20 chez les archées 

Proline ProRS / ARNt
Pro 

P. horikoshi E. coli Modification de l'anticodon 

Pyrrolysine PylRS / 
ARNt

Pyl 

Différentes souches 
d'archées (M. mazei, M. 
barkeri) 

Différentes 
bactéries et 
eucaryotes 

Structure ARNt unique (boucle 
variable), interface ARNt aaRS 
unique 

Tryptophane TrpRS / 
ARNt

Trp Saccharomyces cereviae E. coli 
Séquence du bras accepteur 
différente 

Tyrosine TyrRS / ARNt
Tyr 

Saccharomyces 
cerevisiae  
Methanocaldococcus 
jannaschii 
 

E. coli 
-G1-C72 chez les bactéries 
-C1-G72 chez les eucaryotes et 
les archées 

Acide aspartique AspRS / 
ARNt

Asp 
Saccharomyces 
cerevisiae 

E. coli 
Séquence du bras accepteur 
différentes chez les bactéries et 
les eucaryotes 

Serine Phosphate 
SepRS/ARNt

Sep 
M. maripaludis 
M. jannaschii 

E. coli 
Interface unique entre l'aaRS et 
l'ARNt 

Glutamine GlnRS / 
ARNt

Gln 
Saccharomyces 
cerevisiae 

E. coli 
Modification du bras accepteur 
et de la D-stem 

 

 

IV.3.2.2 Principales aaRS utilisées : la pyrrolysyl ARNt synthétase (Methanosarcina mazei et 

Methanosarcina barkeri) et la tyrosyl-ARNt synthétase (Methanocaldococcus jannaschii) 
 

 Nous allons maintenant détailler les structures des deux principales aminoacyl ARNt 

synthétases utilisées lors de l'incorporation d'acides aminés non naturels de manière site spécifique.  

La pyrrolysyl ARNt synthétase et son ARNt (M. mazei et M. barkeri) : 

 La pyrrolysyl ARNt synthétase (PylRS) est une aaRS de type II qui se présente sous forme 

d'homodimères (Figure 15). Elle est composée de deux domaines : un domaine N-terminal (120 

acides aminés environ) et un domaine C-terminal catalytique (270 acides aminés environ) 

(Yanagisawa et al. 2008a). Ce dernier, lorsqu’il est seul, possède une capacité catalytique légèrement 

amoindrie par rapport à la protéine complète (Yanagisawa et al. 2008a). Pendant longtemps le 

domaine N-terminal n'a pas pu être cristallisé, car il induisait une agrégation de la protéine. De plus, 

comme ce domaine ne présentait pas de similarité avec des domaines présents chez d'autres aaRS, 

aucune structure n'avait été prédite. Les domaines catalytiques ont donc été caractérisés de façon 

indépendante. Il existe une très forte conservation entre les domaines catalytiques de la PylRS issue 

de Methanosarcina mazei et de Methanosarcina barkeri. En effet, des mutations permettant de 

changer la spécificité de ces aaRS ont ainsi pu être transférées entre les PylRS de M. mazei et M. 

barkeri  (Wan, Tharp, and Liu 2014). Néanmoins, le domaine N-terminal de la PylRS de M. mazei a pu 
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récemment être co-cristallisé avec l'ARNtPyl . (Suzuki et al. 2017). Cette partie N-terminale interagit 

avec l'ARNt et est de longueur différente selon l'organisme d'origine. Ainsi, elle est plus courte chez 

M. barkeri que chez M. mazei. Une protéine chimère composée du domaine N-terminal de M. mazei 

et du domaine catalytique de M. barkeri a été construite par Suzuki et al. et possède ainsi une 

solubilité accrue in vitro (Suzuki et al. 2017). De manière globale, cette enzyme possède une 

homologie de structure très importante avec la phénylalanyl ARNt synthétase avec qui elle partage 

pourtant moins de 30% d'identité. En effet, il est possible que ces protéines soient issues d'une 

divergence évolutive à partir d'une même protéine (Iwabe et al. 1989). 

 
Figure 15: Vue d'ensemble de la pyrrolysyl ARNt synthétase (PylRS) 

 La PylRS forme des dimères qui reconnaissent deux ARNt. Nous pouvons également remarquer sur cette figure que les 
anticodons ne sont pas reconnus par la protéine. La structure est une Pyrrolysyl ARNt synthétase issue de Desulfitobacterium 
halniense car les structures des PylRS issues de M.mazei et M.barkeri n'ont pas été encore obtenues avec l'ARNt. Cependant, 
cette enzyme présente plus de 50% d'homologie avec les PylRS issues des archébactéries. Image réalisée sur PyMol à partir 
de la structure PDB: 2ZNI. 
 

 Au niveau du site actif, la reconnaissance de la pyrrolysine s'effectue principalement par des 

interactions hydrophobes peu spécifiques et des liaisons hydrogènes impliquant la tyrosine Y384 et 

l'asparagine N346 (Figure 16). L'acide aminé Y384 est présent sur une boucle qui se repliera alors sur 

le site catalytique lors de la liaison de l'ATP et de la pyrrolysine tandis que l'acide aminé N346 est 

considéré comme charnière dans la reconnaissance des dérivés de lysines (Figure 16 et Figure 24). 

Cette reconnaissance est assez peu spécifique mais la pyrrolysine est un acide aminé d'une taille 

importante ce qui limite la compétition et donc la pression de sélection (Wan, Tharp, and Liu 2014). 

En effet, la protéine ne présente pas de reconnaissance très spécifique, ni de fonction d'édition 

permettant d'assurer la correcte aminoacylation de l'ARNt. Ainsi, la protéine sauvage a pu être 

utilisée pour incorporer de nombreux acides aminés non naturels de structure différentes dérivées 

de celle de la lysines (Dumas et al. 2015).  
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Figure 16: Site de reconnaissance de la pyrrolysyl ARNt synthétase (PylRS) 

La reconnaissance de la pyrrolysine par la PylRS est principalement régie par des interactions hydrophobes peu spécifiques 
au niveau d'une poche. L'acide aminé Y384 (en rouge sur la figure) est présent sur une boucle qui se refermera en présence 
du substrat (voir flèche sur la figure et représentation en sticks de l'acide aminé en position fermée) et formera alors une 
liaison hydrogène avec la pyrrolysine. Les acides aminés formant la poche de reconnaissance sont : Y384, W417, L309, Y306, 
A302, L305, L301, N346, et C348. (image réalisée avec PyMol à partir de la superposition des structures ouverte (2E3C) et 
fermée (2ZIM) du site catalytique de la PylRS) 
 

 Au niveau de la reconnaissance de l'ARNt par la PylRS, celle-ci s'effectue à la fois par le biais 

du domaine C-terminal et du domaine N-terminal qui reconnaissent chacun une face de l'ARNt 

(Figure 17). Cette reconnaissance coordonnée est donc très spécifique malgré l'absence de 

reconnaissance de l'anticodon. Le domaine N-terminal reconnait la forme concave très 

caractéristique de la boucle T de l'ARNtPyl ainsi que son bras variable très court, ce qui permet de 

garantir l'orthogonalité de cette reconnaissance (Suzuki et al. 2017). En effet, les autres ARNt sont 

ainsi exclus par gène stérique. De plus, cette reconnaissance est complétée par une boucle au niveau 

du domaine C-terminal qui reconnait le bras accepteur et le bras D de l'ARNt par des interactions 

grâce à de nombreux acides aminés basiques (Yanagisawa et al. 2008a).  

 

Figure 17: Reconnaissance de l'ARNt par la pyrrolysyl ARNt synthétase (PylRS) 
L'ARNt est reconnu à la fois par le domaine C-terminal (au niveau du domaine en bleu foncé sur la figure), et par le domaine 
N-terminal (en bleu clair sur la figure). Le domaine C-terminal reconnait le bras accepteur et le bras D de l'ARNt tandis que le 
domaine N-terminal reconnait la boucle T et le bras variable de l'ARNt. Cette reconnaissance coopérative permet alors une 
grande spécificité de reconnaissance.  Image extraite de la publication (Suzuki et al. 2017). 
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 Ainsi, ce couple PylRS/ ARNtPyl a été largement utilisé pour l'incorporation d'acides aminés 

non naturels grâce à ces caractéristiques clés : i) une reconnaissance indépendante de l'anticodon ce 

qui permet de l'altérer, ii) une polyspécificité importante grâce à une reconnaissance de l'acide 

aminé assez peu spécifique, iii) une orthogonalité de ce couple à la fois au sein d'organismes 

procaryotes et eucaryotes, ainsi que par rapport au couple TyrRS / ARNt issu de M. jannaschii ce qui 

permet de réaliser des incorporations multiples (section IV.4.4) (Suzuki et al. 2017).   

 

La tyrosyl ARNt synthétase et son ARNt (M. jannaschii) : 

 Le couple tyrosyl ARNt synthétase (TyrRS) / ARNtTyr issu de M. jannaschii fut le premier 

détourné pour incorporer un acide aminé non naturel  (méthyltyrosine) de manière site spécifique (L. 

Wang et al. 2001). Cette TyrRS est une aminoacyl ARNt synthétase de classe I qui forme des 

homodimères (Figure 18). Sa structure est très semblable aux aaRS de type I. Elle est formée d'un 

domaine N-terminal d'environ 117 acides aminés qui reconnait l'ARNt et d'un domaine C-terminal 

catalytique de type Rossmann d'environ 232 acides aminés (section IV.1.2.2) (Tsunoda et al. 2007). 

Ces deux domaines sont reliés par une boucle possédant la séquence KMSKS typique des aaRS de 

type I. Globalement sa structure est assez similaire à la TyrRS humaine et ce couple aaRS / ARNt n'est  

d'ailleurs pas orthogonal chez les eucaryotes (Y. A. N. Zhang et al. 2005). Cependant, le couple TyrRS 

/ ARNt issu de M. jannaschii est orthogonal au sein des bactéries (L. Wang et al. 2001).  

 
Figure 18: Structure de la Tyrosyl ARNt synthétase (TyrRS) issue de M.jannaschii  

La TyrRS forme des dimères qui reconnaissent alors deux ARNt. Nous pouvons également remarquer que la TyrRS reconnait 
les extrémités de l'ARNt au niveau de l'anticodon et du bras accepteur. (Image réalisée sur PyMol à partir de l'assemblage 
issu du code PDB 1J1U). 

 

 La reconnaissance de la tyrosine par la TyrRS de M. jannaschii (MjTyrRS) s'effectue au niveau 

d'une petite poche profonde chargée négativement grâce notamment aux acides aminés D158 situé 

au fond et E36, E172 situés à l'entrée de la poche (Figure 19) (Y. A. N. Zhang et al. 2005). Ainsi, les 

résidus Y32, Y151, Q155, D158 et Q173 sont conservés parmi les TyrRS issues de différentes espèces 

(Y. A. N. Zhang et al. 2005). Cette hydrophilicité limite la reconnaissance de la phénylalanine qui est 

très proche stériquement du substrat de l’enzyme (Y. A. N. Zhang et al. 2005). Par ailleurs, la 

phénylalanyl-ARNt synthétase possède une poche plutôt hydrophobe. Cette poche est également 

capable d'utiliser la tyrosine en tant que substrat et les PheRS possèdent donc une fonction d'édition 

afin d'assurer la correcte aminoacylation de l'ARNt (section IV.1.2.2) (Sasaki et al. 2006). La TyrRS ne 

possède pas de fonction d'édition ce qui facilite son détournement pour l'incorporation d'acides 
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aminés non naturels. La paire TyrRS / ARNtTyr de M. Jannaschii a donc été utilisée pour incorporer de 

nombreux dérivés de tyrosines (Dumas et al. 2015). 

 
Figure 19 : Poche de reconnaissance de la tyrosine par la tyrosyl ARNt synthétase de M. jannaschii  

La reconnaissance de la tyrosine s'effectue au niveau d'une poche étroite et très hydrophile grâce à la présence des acides 
aminés D158, Y151, Q155, Q173 et Y32. (Image réalisée sur PyMol à partir de la structure PDB:1J1U). 
 

 

 Contrairement à la PylRS, la TyrRS reconnait l'anticodon de l'ARNt (Figure 18 et Figure 20). Le 

changement de celui-ci par le codon TAG a d'ailleurs entrainé une baisse de l'efficacité catalytique 

d'un facteur 300. Cependant, cette baisse de reconnaissance a pu être restaurée à l'aide d'une 

mutation clé (section IV.3.3.2) (Kobayashi et al. 2003). Les trois éléments déterminants principaux 

reconnus au niveau de l'ARNt sont : i) l'anticodon, ii) la paire de base C1-G72 et  iii) la base 

discriminante A73 (Tsunoda et al. 2007). La reconnaissance de l'ARNt par la TyrRS est variable en 

fonction de l'organisme d'origine ce qui permet d'expliquer son orthogonalité chez les bactéries 

(Figure 20). Tout d'abord, l'anticodon est reconnu par le domaine C-terminal des TyrRS qui reconnait 

également le bras variable qui est très long dans le cas des TyrRS bactériennes. Par ailleurs, malgré 

leur appartenance aux aaRS de classe I, le domaine C-terminal des TyrRS issues des bactéries et des 

archées reconnaissent l'ARNt par le grand sillon contrairement aux TyrRS d'origines eucaryotes 

(Tsunoda et al. 2007). Quant à la paire C1-G72, sa reconnaissance est particulièrement conservée 

entre les TyrRS issues des archées et des eucaryotes alors qu'il s'agit d'une paire G1-C72 chez les 

TyrRS bactériennes (Tsunoda et al. 2007).  Par ailleurs, la base discriminante A73 est reconnue à 

l'aide d'une arginine très conservée entre les eucaryotes et les archées  (Tsunoda et al. 2007). Ainsi, 

des différences structurales importantes existent entre les TyrRS issues des bactéries et des archées 

ce qui pourrait expliquer cette orthogonalité spécifique.  
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Figure 20: Modes de reconnaissance de l'ARNt selon l'organisme d'origine de la Tyrosyl ARNt synthétase. 
La reconnaissance de l'ARNt varie selon l'organisme d'origine. Tout d'abord, l'anticodon est reconnu par le domaine C-
terminal de la TyrRS qui reconnait également le bras variable qui est très long dans le cas de la TyrRS bactérienne. Par 
ailleurs, malgré leur appartenance aux aaRS de classe I, le domaine C-terminal des TyrRS issues des bactéries et des archées 
reconnaissent l'ARNt par le grand sillion contrairement à la TyrRS d'origine eucaryote. Quant à la paire C1-G72, sa 
reconnaissance est particulièrement conservée entre les TyrRS issues des archées et des eucaryotes alors qu'il s'agit d'une 
paire G1-C72 chez les TyrRS bactériennes.  Par ailleurs, la base discriminante A73 est reconnue à l'aide d'une arginine très 
conservée entre les eucaryotes et les archées.  (Image extraite de la publication (Tsunoda et al. 2007)). 

 

IV.3.3. Mutagénèse des aminoacyl ARNt synthétases 

IV.3.3.1 Méthodes de sélection 

 Les aaRS possèdent une polyspécificité qui permet l'incorporation de différents acides 

aminés non naturels par ces enzymes sous leur forme sauvage (Dumas et al. 2015). Toutefois, afin 

d'élargir leurs capacités de reconnaissance, différents mutants ont été générés. Il est complexe de 

prédire précisément des mutations permettant la reconnaissance d'un nouvel acide aminé non 

naturel par une aaRS. Ainsi, des méthodes de mutagénèse couplées à des méthodes de sélection 

sont généralement utilisées (Chang C. Liu and Schultz 2010). Les différentes mutations sont le plus 

souvent générées par une méthode de mutagénèse dirigée saturante par PCR incluant un codon 

dégénéré NNK, correspondant à 32 codons différents, qui permet de tester tous les acides aminés 

naturels à une position donnée (Zheng, Baumann, and Reymond 2004). La librairie doit ensuite être 

transformée au sein de E. coli ou de S. cerevisiae et la sélection est réalisée ensuite selon des cycles 

de sélections positives et négatives permettant respectivement de sélectionner les mutants actifs et 

de contre-sélectionner les mutants non spécifiques (Figure 21).  
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Figure 21: Cycle de sélection permettant de changer la spécificité d'une aminoacyl ARNt synthétase (aaRS) 
 L'élargissement des capacités de reconnaissance des aaRS s'effectue généralement par la réalisation de mutagénèse dirigée 
suivi de cycles de sélections positives et négatives. La sélection positive permet alors de sélectionner les mutants permettant 
la suppression du codon TAG et donc supposés actifs. Tandis que la sélection négative élimine les mutants non spécifiques en 
s'assurant que la suppression du codon TAG est bien spécifique de l'incorporation d'un acide aminé non naturel.  

 

La méthode de sélection la plus répandue consiste (Figure 22)(Chang C. Liu and Schultz 2010) : 

 -pour la sélection positive : à utiliser l'expression d'un gène essentiel ou de résistance à un 

antibiotique (le plus souvent chloramphénicol, ou ampicilline) au sein duquel un codon stop TAG a 

été inséré au niveau d'un site permissif. L'expression est alors réalisée en présence de l'acide aminé 

non naturel. Si la bactérie survit en présence de l'acide aminé non naturel, cela signifie que le couple 

aaRS / ARNt est capable d'exprimer le gène de résistance et donc probablement d'incorporer le NAA. 

La pression de cette sélection pourra alors être plus ou moins forte selon la concentration en 

antibiotique utilisée.  

 -pour la sélection négative : à utiliser l'expression d'un gène toxique au sein duquel un codon 

stop TAG a été inséré au niveau d'un site permissif. L'expression est alors réalisée en l'absence de 

l'acide aminé non naturel. Si la bactérie meurt, cela signifie que le couple aaRS / ARNt n'est pas 

complètement orthogonal et qu'il permet l'incorporation d'un acide aminé naturel en réponse au 

codon TAG.  

 Entre chaque cycle, les plasmides correspondant aux différents mutants de l'aaRS couplée à 

l'ARNt doivent être retransformés avec le plasmide de sélection positive ou négative (Figure 22). 
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Figure 22: Sélection positive et négative d'un couple aminoacyl ARNt synthétase et ARNt 
La méthode de sélection ci-dessus consiste: 
    -pour la sélection positive : à utiliser l'expression d'un gène de résistance au chloramphénicol au sein duquel un codon stop 
TAG a été inséré au niveau d'un site permissif. L'expression est alors réalisée en présence de l'acide aminé non naturel et de 
chloramphénicol. Si la bactérie survit, cela signifie que le couple aaRS / ARNt est capable d'exprimer le gène de résistance et 
donc probablement d'incorporer l'acide aminé non naturel.  
    -pour la sélection négative : à utiliser l'expression d'un gène toxique au sein duquel un codon stop TAG a été inséré au 
niveau d'un site permissif. L'expression est alors réalisée en l'absence de l'acide aminé non naturel. Si la bactérie meurt, cela 
signifie que le couple aaRS / ARNt n'est pas complètement orthogonal et qu'il permet l'incorporation d'un acide aminé 
naturel en réponse au codon TAG.  
  

 Ainsi, alors que la sélection positive permet d'enrichir en mutants efficaces pour la 

suppression d'un codon TAG, la sélection négative s'assure que cette suppression est bien spécifique 

de l'incorporation d'un acide aminé non naturel. En effet, les différentes mutations au niveau du site 

actif peuvent affaiblir l'orthogonalité de l'aminoacyl ARNt synthétase, il est donc important de 

s'assurer que celle-ci ne prenne pas en charge d'acide aminé naturel.   

 Afin de limiter les étapes de transformation et réaliser la sélection positive et négative à 

partir du même transformant, un autre plasmide de sélection a été développé par Schultz et ses 

collaborateurs. La sélection est réalisée grâce à un gène de fusion entre le gène de résistance au 

chloramphénicol (chloramphénicol acétyltransférase, CAT) et l'uracile phosphoribosyltransférase 

(UPRT), au sein duquel deux codons stop TAG ont été ajoutés. La sélection positive est ensuite 

réalisée grâce à l'utilisation du chloramphénicol alors que la sélection négative est effectuée en 

présence du 5-fluoro-uracile qui est convertie en 5-fluoro-dUMP par l'UPRT, ce qui inhibe alors la 

voie de synthèse de la thymidine (base nucléotidique) causant ainsi la mort de la cellule (Melançon 

and Schultz 2009). On peut cependant noter que l'extraction plasmidique entre chaque sélection 

permet d'éliminer la potentielle dérive génétique au niveau du génome de la souche bactérienne. 

Néanmoins, l'utilisation de deux codons stops TAG permet de rendre la sélection positive plus 

stringente.   

 L'utilisation de l'expression d'une protéine fluorescente comme la GFP peut également être 

utilisée. Ainsi, un codon stop TAG est inséré à un site permissif au sein du gène de la GFP. Lorsque les 

bactéries sont mises en culture avec l'acide aminé non naturel, les bactéries fluorescentes 

contiennent un couple aaRS / ARNt efficace pour la suppression du codon TAG. En l'absence de 
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l'acide aminé non naturel, les bactéries fluorescentes correspondent alors à un couple aaRS / ARNt 

qui réalise cette suppression de manière non spécifique, avec un acide aminé endogène. Cette 

méthode couplée à une analyse par FACS et tri cellulaire peut alors permettre un débit de sélection 

important et très sensible (A. E. Lin and Lin 2019). 

 Récemment, l'utilisation de phages a permis de développer des nouvelles méthodes de 

sélections pour les aaRS (Suzuki et al. 2017; Bryson et al. 2017). Pour cela, l'adaptation de la méthode 

de sélection PACE (Phage Assisted Continuous Evolution) a été effectuée par Liu et ses collaborateurs 

afin de réaliser la sélection de façon continue et très rapide d'aminoacyl ARNt synthétases (Figure 

23)(Bryson et al. 2017). La sélection PACE consiste en l'utilisation du bactériophage M13, de sa 

dépendance à l'expression de la protéine pIII, et de la génération de mutations aléatoires 

directement au sein du phage. Les phages sont des virus infectant les bactéries afin de reproduire 

leur matériel génétique. Le phage M13 exprime à sa surface la protéine pIII qui lui permet de se lier 

au pilus de la bactérie qu'il va infecter. Son cycle de reproduction est d'environ 25 minutes. Des 

techniques classiques de phage display utilisent l'expression d'une protéine de fusion avec la 

protéine pIII à la surface du phage afin de sélectionner différents mutants de la protéine sur ses 

caractéristiques de liaison à une cible. Lors de ces méthodes, la librairie des différents mutants est 

générée par des méthodes de biologie moléculaire (Kushwaha, Schäfermeyer, and Downie 2014). La 

méthode PACE a été mise au point à partir de ce principe par Liu et ses collaborateurs en 2011 

(Esvelt, Carlson, and Liu 2011). Cette méthode consiste à lier l'activité ciblée au cycle de reproduction 

et donc d'infection du phage. Pour cela, le gène pIII est supprimé du plasmide qui contient l'ADN du 

phage et transféré sur un autre plasmide. Le gène pIII sera alors produit si le gène muté effectue la 

fonction recherchée et les phages contenant les mutants efficaces vont alors se multiplier tandis que 

les phages contenant les mutants inefficaces ne vont pas se multiplier ou beaucoup moins. De plus, 

afin de ne pas générer une librairie de mutants aléatoires manuellement entre chaque cycle, un 

autre plasmide inductible à l'arabinose est également utilisé. Ce dernier contient une ADN 

polymérase sans fonction de relecture (dnaQ926) et un domaine de réparation d'ADN polymérase 

qui favorise les erreurs (pol V), ce qui permet d'augmenter le taux d'erreur d'un facteur 100 lors de la 

réplication. Cette méthode est donc facile et très rapide car elle permet ainsi de générer des cycles 

de sélection au fur et à mesure des cycles d'infection du phage sans intervention humaine (Esvelt, 

Carlson, and Liu 2011). Afin d'évoluer des aminoacyl ARNt synthétase pour l'incorporation d'un acide 

aminé non naturel, deux stratégies ont été développées : i) un codon stop TAG a été généré au 

niveau du gène pIII ou ii) le gène pIII a été mis sous le contrôle d'un promoteur inductible par une T7 

ARN polymérase, et un codon stop TAG a été généré au niveau du gène de cette polymérase. Le gène 

pIII n'est donc exprimé que lorsque la suppression du codon TAG est efficace (Bryson et al. 2017). La 

sélection négative a été développée selon le même type de méthode mais par l'expression d'un gène 

pIII-neg inductible qui baisse l'efficacité de l'infection (Bryson et al. 2017). Cette méthode a alors 

permis l'évolution d'une PylRS 45 fois plus efficace pour l'incorporation de la Boc-Lysine et l'évolution 

d’une TyrRS pour l'incorporation de la p-iodo-phénylalanine en 48h (Bryson et al. 2017).  
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Figure 23: Méthode de sélection PACE appliquée à l'évolution d'aminoacyl ARNt synthétase 
Le plasmide accessoire (AP) contient le gène pIII et l'ARNt avec l'anticodon ambre, Le plasmide complémentaire (CP) contient 
alors l'ARN polymérase T7 et le plasmide de mutagénèse (MP) favorise les erreurs de réplication et donc le taux de 
mutations générées. Quant au phage (SP), il exprime tout ses gènes sauf le gène pIII qui est remplacé par le gène codant 
pour l'aminoacyl ARNt synthétase à évoluer. Le phage qui possède une copie efficace pour l'incorporation de l'acide aminé 
non naturel sera alors capable de se répliquer. Ayant un avantage sélectif, au cours des différents cycles d'infections, les 
phages comprenant une aaRS efficace seront alors plus nombreux. De plus, le cycle d'infection d'un phage étant très court 
(environ 20-30min), plusieurs cycles de sélection peuvent être générés très rapidement. (Image extraite de la 
publication(Bryson et al. 2017)).  

 

 Bien que généralement effectuée chez E. coli, les étapes d'évolution dirigée peuvent parfois 

être réalisées chez la levure. En effet, afin d'incorporer des acides aminés non naturels chez les 

eucaryotes des paires aaRS / ARNt issues d'E. coli sont parfois détournées. Cette paire ne sera alors 

pas orthogonale à E. coli et les étapes de sélection ne peuvent donc pas se dérouler chez la bactérie. 

Des méthodes de sélection ont alors été mises au point au sein de la levure. De façon analogue à la 

sélection classique chez E. coli, la sélection chez la levure est réalisée par une sélection positive et 

négative qui pourra être effectuée à l'aide d'un unique plasmide. Le codon stop est en effet inséré au 

sein d'un activateur de la transcription (GAL4) qui contrôle l'expression d'un gène essentiel et d'un 

gène générant un produit toxique. Le gène essentiel consiste alors en la restauration d'une 

auxotrophie (URA3, LEU2, HIS3, LYS2). L'utilisation du gène URA3 peut alors permettre de réaliser 

également la sélection négative par la mise en culture de la souche en présence d'acide 5-

fluoroorotique (5'FOA) qui sera alors converti par Ura3 en un produit toxique (Chin et al. 2003).  

   

IV.3.3.2 Mutations généralement observées 

 Afin d'élargir les capacités de reconnaissance des aaRS, les mutations sont générées au 

niveau de la poche de reconnaissance de l'acide aminé à greffer sur l'ARNt. Ces mutations sont 

spécifiques de l'acide aminé à incorporer. Cependant, à partir de la revue bibliographique réalisée 

par Dumas et ses collaborateurs et la publication de Wan et al., nous avons comptabilisé la fréquence 

de chaque mutation et ainsi pu déterminer les mutations les plus fréquemment retrouvées que nous 

avons ensuite représentées sur les Figure 24 et Figure 25 (Dumas et al. 2015; Wan, Tharp, and Liu 

2014).  
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 Ainsi pour la Pyrrolysyl ARNt synthétase, nous pouvons voir sur la Figure 24 les points de 

mutations les plus fréquemment retrouvés (Y384, N346, C348, Y306 et L309), et ceux assez 

fréquemment observés (A302, L305, W417). Ces numérotations font référence à la Pyrrolysyl ARNt 

synthétase de M. mazei mais nous pouvons noter que ce sont des points de mutations homologues à 

M. barkeri puisque leurs sites actifs sont superposables. Au niveau de la reconnaissance de la 

pyrrolysine, deux liaisons hydrogènes sont formées avec l'acide aminé N346 et l'acide aminé Y384 

(Wan, Tharp, and Liu 2014). L'acide aminé Y384 est présent au niveau d'une boucle qui referme le 

site actif en présence de l'ATP et de l'acide aminé substrat (Yanagisawa et al. 2008a). Y384 est 

fréquemment mutée en phénylalanine, ce qui permettrait d'augmenter la vitesse d'aminoacylation 

indépendamment de l'acide aminé substrat (Yanagisawa et al. 2008b). Quant à l'acide aminé N346 de 

l’aaRS, il est considéré comme un "gatekeeper" limitant la reconnaissance aux dérivés de lysines et 

est essentiel de par son interaction avec l'amine en alpha de cette famille d’acides aminés (Wan, 

Tharp, and Liu 2014). La mutation N346A diminuerait la capacité catalytique de l'enzyme par la perte 

de la liaison hydrogène qui pourrait être compensée par la mutation A302T (Takimoto et al. 2011). 

Cependant, la mutation conjointe de N346A et C348A a été décrite comme permettant d'élargir la 

poche de reconnaissance, favorisant notamment l'incorporation de nombreux dérivés de 

phénylalanine (Tharp et al. 2014). La mutation de la position N346 est d'ailleurs fréquemment 

retrouvée (Wan, Tharp, and Liu 2014). Quant aux positions Y306 et L309, elle sont situées au fond de 

la poche hydrophobe de reconnaissance, leurs mutations peuvent donc permettre de l'agrandir  

(Wan, Tharp, and Liu 2014).  

 

Figure 24: Site actif de la pyrrolysine ARNt synthétase (PylRS) 
La reconnaissance de la pyrrolysine par la PylRS est principalement réalisée au niveau des acides aminés suivants: Y384F, 
W417, Y306, L309, A302, L305, C348 et N346. D'après une analyse que nous avons réalisé à partir de la revue 
bibliographique réalisée par (Dumas et al. 2015), nous pouvons noter que ces acides aminés sont plus ou moins 
fréquemment l'objet de mutations pour changer la spécificité de la PylRS. Ainsi, les acides aminés indiqués en rouges sont 
très fréquemment mutés et les acides aminés indiqués en orange sont fréquemment mutés. (Image PyMol réalisée à partir 
de la publication de Dumas et al. et de la structure PDB 2ZIM). 

 

 En ce qui concerne la Tyrosyl ARNt synthétase de M. jannaschii, nous pouvons voir sur la 

Figure 25, les points de mutations les plus fréquemment retrouvés (très fréquemment (Y32 et D158), 

et assez fréquemment (L162 et I159, L65, H70, E107, F108 et Q109)). Les acides aminés Y32 et D158 

forment des liaisons hydrogènes avec la tyrosine. Ces points de mutations peuvent alors permettre 

d'augmenter la taille de la cavité de liaison et favoriser un changement de spécificité. Ainsi, par 

exemple, pour l'incorporation de la p-acétylphénylalanine, les mutations Y32L et D158G se sont 

montrées efficaces. La mutation Y32L supprime une liaison hydrogène entre les groupements 
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hydroxyles ce qui diminue la reconnaissance du substrat naturel et favorise une interaction de type 

Van der Waals avec un acide aminé hydrophobe (ici le groupement acétyle), tandis que la mutation 

D158G agrandit la poche de reconnaissance (R. Chen, Greer, and Dean 1996). Les acides aminés G34, 

L65, Q155 et H70 ont des contacts hydrophobes avec la tyrosine (substrat naturel) et peuvent 

également faire l'objet de mutations (Turner et al. 2006). Des acides aminés beaucoup plus 

volumineux que la tyrosine ont ainsi pu être incorporés, tels qu'un dérivé fluor photoprotégé de la 

tyrosine ou l'acide aminé p-benzoyl-phénylalanine permettant de réaliser de la photoconjugaison 

(Dumas et al. 2015). Les points de mutation L65, H70, F108, I159 et L162 permettent d'élargir la 

poche de reconnaissance et de changer la spécificité de l'aaRS (Dumas et al. 2015). Un mutant de la 

Tyrosyl ARNt synthétase (Y32L, L65V, F108W, N109M, D158G, I159A) a démontré une polyspécificité 

importante pour l'incorporation de différents dérivés de tyrosine en para (D. D. Young et al. 2011). 

Ces mutations ont permis de générer une poche plus large et malgré la perte des liaisons hydrogènes 

formées par Y32 et D158, l'acide aminé substrat est stabilisé par des liaisons de type Van der Waals 

(D. D. Young et al. 2011).  

 

Figure 25: Site actif de la Tyrosyl ARNt synthétase de M. jannaschii (MjTyrRS).  
La tyrosine est principalement reconnue au niveau d'une poche formée par les acides aminés Y32, D158, L162, F108, E107, 
Q109, L65, H70. Grâce à une analyse que nous avons réalisé à partir de la revue bibliographique réalisée par (Dumas et al. 
2015),  nous avons pu déterminer les acides aminés les plus fréquemment mutés, indiqués ici en rouge, et les acides aminés 
fréquemment mutés, indiqués ici en orange. Ces différentes mutations permettent des changements de spécificité au niveau 
de la Tyrosyl ARNt synthétase.  

 

 La découverte des mutations permettant l'incorporation d'un acide aminé non naturel est 

généralement réalisée à partir de méthodes aléatoires ou semi-rationnelles.  L'effet des mutations 

n'est que rarement étayé par des structures cristallographiques. Cependant, les mutations observées 

sont généralement des mutations qui permettent de nouvelles interactions afin de favoriser l'acide 

aminé non naturel par rapport au substrat naturel ou de répondre à une gêne stérique. Toutefois, la 

sélection de mutations non sens a pu être observée lors de l'utilisation de la méthode de sélection 

PACE décrite précédemment (section IV.3.3.1). Ainsi, un codon stop a été généré entrainant la 

séparation des deux domaines de la pyrrolysyl ARNt synthétase. La traduction s’arrête générant un 

premier domaine d'environ 93-102 acides aminés selon le site de troncation sélectionné et un second 

domaine commençant par une méthionine à la position 107. Cette PylRS formée de deux unités 

indépendantes a une activité catalytique similaire à la protéine initiale uniquement en présence des 
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deux domaines. Sa sélection est cependant surprenante et son avantage évolutionnel n'a pas été 

encore identifié (Bryson et al. 2017). Néanmoins, nous pouvons noter qu'une pyrrolysyl ARNt 

synthétase (PylRS) bactérienne issue de Desulfitobactérium hafniense avec une homologie de 

séquence de 39% avec la PylRS issue de l'archée M. mazei est naturellement encodée par deux gènes 

distincts (Nozawa et al. 2009).  

 Par ailleurs, les méthodes de sélection décrites précédemment (section IV.3.3.1) peuvent 

également permettre de renforcer les interactions entre l'aminoacyl ARNt synthétase et l'ARNt. Ainsi, 

la mutagénèse n'est pas générée au niveau du site actif mais au niveau de l'interface de l'interaction 

entre l'aaRS et l'ARNt. La sélection sera alors plus stricte afin de sélectionner les mutants les plus 

efficaces. Selon le modèle de sélection, cela peut se traduire par l'utilisation d'une plus forte quantité 

d'antibiotique, la suppression de deux codons stop TAG, ou la sélection des bactéries les plus 

fluorescentes (Vangmayee Sharma et al. 2018; Vargas-Rodriguez et al. 2018; Lei Wang, Xie, and 

Schultz 2006). Ainsi, les mutations F261G/L, H283L, M285V/G et plus particulièrement la mutation 

D286G/R ont ainsi été identifiées comme augmentant la reconnaissance entre la Tyrolysyl ARNt 

synthétase de M. jannaschii et son ARNtTyr (Nanxi Wang et al. 2015; Gan et al. 2017). En effet, la 

mutation D286R a été répertoriée comme baissant l'affinité de la TyrRS de M. jannaschii pour 

l'anticodon GUA au profit de l'anticodon CUA de l'ARNtTyr suppresseur du codon TAG (Figure 26) 

(Kobayashi et al. 2003). Au niveau de la Pyrrolysyl ARNt synthétase, son domaine N-terminal a été 

évolué et les mutations R19H, H29R et T122S ont été identifiées comme augmentant d'un facteur 3 à 

4 l'incorporation d'acide aminé non naturel. Bien que n'ayant pas été démontré structurellement, 

l'apport de ces mutations est supposé améliorer la reconnaissance de l'ARNtPyl par la PylRS 

(Vangmayee Sharma et al. 2018). 

  

Figure 26: Interaction entre la TyrRS de M. jannaschii et son ARNt : effet de la mutation D286R.  
La mutation D286R entraine une meilleure reconnaissance de l'anticodon CUA qui permet la suppression du codon TAG. En 
effet, l'arginine 286 interagit alors avec la troisième base C. Image obtenue à partir de (Ryu 2015). 

 

 De la même manière, l'ARNt peut également être évolué afin d'augmenter cette interaction 

ou sa prise en charge par la machinerie endogène de la traduction (section IV.4.2.1). Au niveau de 

l'ARNtPyl de la pyrrolysyl ARNt synthétase, lors de travaux cherchant à augmenter son affinité pour le 

facteur d'élongation, Schultz et ses collaborateurs ont identifié les mutations U49, A65/G50, C64 (au 

lieu de C49, G65/C50, G64) comme permettant d'augmenter l'efficacité d'incorporation d'un facteur 

3 lors de l'incorporation d'acétyl-lysine. Des expériences de cinétique n'ont pas pu lier leur effet à 
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une meilleure interaction avec l'EF-Tu et il a alors été supposé qu'elle permettait une meilleure 

interaction avec la PylRS (Fan et al. 2015).  

IV.4 Optimisation et nouvelles stratégies 

 Nous allons voir les principaux paramètres qui pourraient influer sur le rendement de 

production d'une protéine contenant un acide aminé non naturel in vivo chez E. coli, les différentes 

méthodes développées afin d'optimiser celui-ci ainsi que les stratégies émergentes permettant 

l'incorporation d'acides aminés non naturels.  

 In vivo, le procédé de production d'une protéine modifiée avec un acide aminé non naturel 

sera influencé par trois types de facteurs (Figure 27) : i) disponibilité de l'acide aminé non naturel 

(transport et concentration intracellulaire), ii) conditions liées à la machinerie de la traduction, iii) 

conditions d'expression du couple aaRS / ARNt orthogonal ainsi que de la protéine cible.  

 

Figure 27: Facteurs influant la production d'une protéine contenant un acide aminé non naturel 
L'efficacité d'incorporation d'un acide aminé non naturel pourra être affectée par : i) la disponibilité de l'acide aminé non 
naturel (transport et concentration intracellulaire), ii) les conditions d'expression du couple aaRS / ARNt orthogonal, iii) 
l'intégration de cette nouvelle voie à la machinerie endogène de la traduction, iv) les conditions d'expression de la protéine 
cible et conditions de croissance bactérienne. 

IV.4.1. Entrée de l'acide aminé non naturel : transport et concentration 

 Afin d'être incorporé au sein de protéine, l'acide aminé non naturel doit pouvoir être 

biodisponible et donc entrer au sein de la cellule. Les acides aminés non naturels sont ainsi 

simplement ajoutés dans le milieu de culture. Ils sont alors supposés entrer par diffusion passive à 

travers la membrane ou lorsqu'ils ont une structure proche d'un acide aminé naturel par transport 

actif. Les études qui déterminent la voie permettant le transport d'un acide aminé non naturel sont 

rares. Ainsi, Harrison et al. ont montré que le transport de la L-4-azaleucine s'effectue probablement 

par le biais de transporteurs d'acides aminés aromatiques (aroP) et de transporteurs spécialisés des 

acides aminés à chaine ramifiées (LIV-I) (Harrison et al. 1975). De la même façon, la surexpression de 

transporteurs de la proline grâce à des chocs osmotiques a permis d'augmenter le transport de 

l'hydroxyproline d'un facteur 4 (Buechter et al. 2003). Une étude à plus grande échelle a été réalisée 

par Liu et Schultz sur l'entrée de 138 acides aminés non naturels chez E. coli. Ils ont alors pu 

remarquer que les acides aminés non naturels les plus proches structurellement d'acides aminés 

naturels possédaient les plus forts niveau de toxicité, probablement dû au dérèglement de voies 

essentielles, telles que les  voies de biosynthèse ou de stockage d'acides aminés naturels, ou par leur 

interaction inhibitrice avec diverses enzymes  (D. R. Liu and Schultz 1999). Ils ont alors 

particulièrement étudié le transport d'acides aminés toxiques en complémentant le milieu avec un 
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large excès de l'acide aminé naturel avec lequel le transport était supposé compétitif. Cette 

complémentation du milieu permettait alors de contrecarrer cette toxicité par une compétition 

supposée au niveau du transport. L'apport en grande quantité de l'acide aminé naturel permettrait 

alors de limiter les effets toxiques dus à une inhibition de voies de synthèse ou à des interactions non 

spécifiques avec des enzymes (D. R. Liu and Schultz 1999). Cette méthode a permis de suggérer une 

large tolérance des transporteurs de l'acide glutamique et de la glutamine à des modifications de la 

longueur de la chaine latérale, de la présence de groupements cétone ou méthylène (en γ), et de 

différents groupements en fin de chaine latérale  (D. R. Liu and Schultz 1999).  

 Cependant, le développement de transporteurs optimisés pour le transport d'acides aminés 

non naturels est encore plus rare. Très récemment, Ko et ses collaborateurs ont, pour la première 

fois, modifié le transporteur de la leucine chez E. coli afin de faciliter le transport de différents acides 

aminés non naturels dont essentiellement des dérivés de phénylalanine ou de lysine (Ko et al. 2019). 

Trois mutations (W18A, M21E, Y276L) de ce transporteur ont ainsi permis d'améliorer les 

concentrations cellulaires d'un facteur 2 à 3 pour l'azido-phénylalanine et d'un facteur 5 pour l'azido-

lysine entraînant une augmentation de 20 à 50% de la production de la protéine cible (eGFP) avec 3 à 

5 fois moins d'acide aminé non naturel (Ko et al. 2019). 

 En effet, l'apport de l'acide aminé non naturel peut être assez critique. Certains acides 

aminés ont une très faible biodisponibilité du fait de leur faible transport comme la O-sulfo-tyrosine 

qui est chargée négativement et qui est alors utilisée à des concentrations finales très fortes pour 

espérer qu’une quantité suffisante entre dans la cellule (10mM au sein du milieu de culture) (Chang 

C. Liu et al. 2009; Ko et al. 2019). Les difficultés ou le coût de synthèse d'un acide aminé non naturel 

peut alors être une limitation non négligeable. Une stratégie en développement est alors d'identifier 

des voies métaboliques afin de réaliser leur synthèse in vivo au sein de l'organisme de production. 

Ainsi, les voies complètes permettant la synthèse de la p-aminophénylalanine, d'une propargyl-

pyrrolysine et de 4 acides aminés non naturels portant un groupement cétone ont pu être 

incorporées chez E. coli (Mehl et al. 2003; Jung et al. 2014; Ehrlich et al. 2015). Cependant, bien que 

cela puisse apporter des avantages in fine en terme de coûts, cela nécessite un travail considérable 

afin de déterminer les voies de synthèses nécessaires et également de mettre au point leur 

expression sans trop perturber le fonctionnement basal de l'organisme producteur. 

IV.4.2. Conditions liées à la machinerie de la traduction  

IV.4.2.1 Adaptation à la machinerie de la traduction endogène 

 La paire aaRS / ARNt doit être orthognale au système de traduction endogène (section IV.3.2) 

mais l'interaction de l'ARNt avec les différents éléments de la traduction doit rester suffisamment 

efficace pour une bonne incorporation de l'acide aminé non naturel.  

 Tout d'abord, le facteur d'élongation (EF-Tu) permet de délivrer au ribosome les différents 

ARNt aminoacylés (section I.3).  Ce facteur reconnait tous les ARNt correctement aminoacylés avec 

une affinité similaire par son interaction à la fois au niveau de l'ARNt et de l'acide aminé. Un ARNt 

couplé avec le mauvais acide aminé ou avec un acide aminé non naturel peut donc avoir une affinité 

plus faible avec le facteur d'élongation EF-Tu, ce qui limitera sa présentation au ribosome et donc son 

incorporation. Ainsi, pour les acides aminés possédant une chaine latérale large, des mutations ont 

permis l'élargissement de la poche de reconnaissance des NAA par l'EF-Tu d'E. coli (S65A, D216A, 

V274A) multipliant ainsi le taux d'incorporation de l'azido-phénylalanine par 4 (Gan et al. 2017). 

D'autre part, les acides aminés non naturels chargés, tels que les dérivés phosphatés, ont 

généralement un faible taux d'incorporation à la fois à cause de leur faible transport mais également 

à cause de leur interaction faible avec le facteur EF-Tu  (Fan, Ip, and Söll 2016). Les mutations E216V, 
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D217G et F219G ont alors permis d'observer pour la première fois une incorporation in vivo de l'O-

phosphotyrosine de l'ordre de 5% par rapport à l'expression de la protéine sauvage (Fan, Ip, and Söll 

2016). De la même façon, les mutations H67Y, E216D, D217R, N274R ont permis de doubler la 

production de protéines contenant la sélénocystéine (Haruna et al. 2014). Les différentes mutations 

identifiées sont donc très dépendantes de l'acide aminé incorporé. De plus, le facteur EF-Tu possède 

un rôle de contrôle de la correcte aminoacylation de l'ARNt, sa reconnaissance doit donc à la fois 

conserver une polyspécifité mais aussi rester assez stricte pour ne pas favoriser des erreurs 

d'incorporation (section IV.1.2.1). Récemment, lors d'une étude réalisée par Deley et al., la 

comparaison des séquences du facteur EF-Tu issues de différents organismes et de son paralogue 

SelB a permis d'identifier des points de mutations clés au sein de l'EF-Tu d'E. coli 

(N63A/D216A/K263A/N273A avec une prédominance pour la mutation D216A). Ces mutations 

permettraient de rendre le facteur d'élongation EF-Tu plus polyspécifique tout en gardant une 

reconnaissance suffisante pour limiter les erreurs de la traduction (Deley Cox, Cole, and Gaucher 

2019) 

 Le ribosome a un rôle central dans la traduction (section I.3). Afin d'améliorer les taux 

d'incorporation d'acides aminés non naturels, des ribosomes orthogonaux ont été mis au point avec 

des modifications au niveau du site A ou P ou encore au niveau de la reconnaissance de l'ARNt 

orthogonal. L'orthogonalité du nouveau ribosome modifié est assurée par l'utilisation d'une 

séquence modifiée de Shine Dalgarno au niveau de l'ARNm de la protéine cible (K. Wang et al. 2007). 

Le facteur d'arrêt de la traduction RF1 se lie au niveau du site A (section I.3). Les mutations U531G et 

U534A au niveau de l'ARN ribosomal 16S déterminées par Chin et ses collaborateurs ont permis de 

réduire cette interaction (K. Wang et al. 2007). Le ribosome produit possédait alors une fidélité 

similaire aux ribosomes endogènes tout en augmentant le taux de suppression du codon TAG de 20 à 

plus de 60% pour une simple incorporation et de moins de 1% à plus de 20% pour une double 

incorporation (K. Wang et al. 2007). Le site P est le site de catalyse de la liaison peptidique (section 

I.3). Il a donc également été modifié afin de réaliser la formation de chaines polypeptidiques 

contenant des acides aminés de la série D (Dedkova et al. 2003), ou des acides aminés de type β 

(Maini et al. 2013; Dedkova et al. 2012).  Lors d'une étude réalisée par Terasaka et al. ce site a 

également été modifié au niveau de la reconnaissance entre le ribosome et l'ARNt. Le bras accepteur 

de l'ARNt finit traditionnellement par les bases CCA-3'. Les modifications ont alors permis de générer 

un ribosome capable de reconnaitre des ARNt aminoacylés qui possédaient une extrémité CGA-3'. 

Ces ARNt avaient préalablement été aminoacylés par des ribozymes (section III.2). In vitro, la 

présence conjointe de ces ribosomes orthogonaux et des ribosomes sauvages permettait alors de 

produire deux protéines très distinctes à partir du même ARNm (Terasaka et al. 2014).  

IV.4.2.2 Développement de souches spécifiques 

 Au cours de la traduction, des facteurs de terminaison (RF) vont favoriser l'arrêt de la 

traduction au niveau de codon stop (section I.3). Le facteur RF1 reconnait les codons stops TAG et 

TAA, alors que le facteur RF2 reconnait les codons stops TGA et TAA. Cependant, l'incorporation 

d'acides aminés non naturels (NAA) de façon site spécifique utilise généralement le détournement du 

codon stop TAG. L'ARNt permettant l'incorporation de l'acide aminé non naturel va alors être en 

compétition avec le facteur d'arrêt de la traduction RF1.  

 Afin d'augmenter les niveaux d'incorporation de NAA, une souche bactérienne (C321ΔA) au 

sein de laquelle le facteur RF1 a été supprimé et les codons TAG endogènes remplacés par des 

codons stops TAA a été construite (Lajoie et al. 2013). Cependant, cette souche a un défaut de 

croissance et ne possède pas la T7 ARN polymérase qui permet la production de protéines 

recombinantes par le système d'induction T7 très communément utilisé. Par la suite, une autre 
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souche bactérienne a été construite (B95ΔA), à partir de la souche d'expression BL21, par la 

suppression du RF1 et le remplacement de 95 codons TAG de son génome (parmi les 273) par des 

codons TAA ou TGA afin d'avoir un impact minimum par l'apparition de mutations (Mukai, Hoshi, et 

al. 2015). En effet, au sein du génome d'E. coli, 18% des cadres de lectures en recouvre un autre 

(Mukai, Hoshi, et al. 2015). Aussi, le remplacement d'un codon stop TAG par un autre codon stop 

peut avoir des conséquences au sein de gènes portés par l’autre brin d’ADN d'E. coli. Ainsi, grâce à 

ces modifications appliquées préférentiellement aux gènes essentiels pour la croissance, la souche 

B95ΔA ne présente alors pas de défaut de croissance et permet également la production de 

protéines sous le contrôle du promoteur T7. In fine, la construction de ces souches a alors permis une 

augmentation du rendement de l'incorporation site spécifique d'acides aminés non naturels, à une 

ou plusieurs positions (Smolskaya and Andreev 2019). Cependant, les niveaux de production restent 

généralement inférieurs à la production d'une protéine sauvage. Il est possible que d'autres 

mécanismes encore inconnus expliquent ce défaut de production. 

IV.4.2.3 Génération de nouveaux codons 

Lors de l'incorporation d'acides aminés non naturels au niveau d'une protéine, un ARNt doit être 

chargé avec celui-ci puis utilisé en réponse au codon correspondant lors de la traduction par le 

ribosome pour l'incorporer au sein de la chaine peptidique néosynthétisée. Afin d'éviter une erreur 

d'incorporation au sein de la protéine, le codon ne doit donc pas déjà être attribué à un autre acide 

aminé. Pour répondre à cette problématique, un ARN de transfert qui détourne le codon stop TAG 

est généralement utilisé. Ces ARNt viennent d'organismes qui incorporent des acides aminés naturels 

rares en réponse au codon ambre. Cependant, lors de l'incorporation de plusieurs acides aminés non 

naturels, il peut être nécessaire de détourner plusieurs codons. Différentes stratégies ont été 

développées dans ce sens. 

 

 Réaffectation de codons sens :  

Le code génétique est redondant avec plusieurs codons et ARNts codants pour le même acide 

aminé. Cependant, certains codons sont rares ou même absents dans certains organismes. Ainsi, les 

codons AGG et AGA codant pour l'arginine chez E. coli ne sont que très rarement utilisés dans cette 

bactérie (respectivement 0,14% et 0,21%) (Kane 1995). Quant au codon de l'arginine CGC, celui-ci est 

absent du génome de certains mycoplasmes (Mycoplasma capricolum) (Oba et al. 1991). Il faut 

également noter que certains ARNt vont pouvoir reconnaitre différents codons. En effet, la 

reconnaissance d'un codon par l'anticodon de l'ARNt peut être moins fiable au niveau de la troisième 

base que l'on appelle base flottante (wobble base). Cette reconnaissance moins stricte peut 

s’expliquer par un mauvais appariement induit par une méthylation (mG/U) ou par la présence d'une 

base modifiée, comme l'inosine qui permet un appariement avec les bases uracile, adénine et 

cytosine. Les ARNts peuvent en effet être modifiés par des enzymes ce qui va influer sur leur 

reconnaissance du codon (Agris et al. 2018).  

La réaffectation d'un codon sens doit donc faire face à plusieurs problématiques : la 

reconnaissance de ce codon sens par un ARNt endogène (modifié ou non) et l'orthogonalité du 

couple ARNt / aaRS (Figure 28).  

Il faut donc choisir une paire aaRS/ARNt orthogonale et la modifier pour la reconnaissance du 

codon détourné. Afin de faciliter le processus, un ARNt dont l'anticodon n'est pas reconnu par l'aaRS 

est généralement choisi. Il peut alors s'agir de PylRS, SerRS, LeuRS, AlaRS, HisRS (Krishnakumar and 

Ling 2014). Le couple PylRS / ARNtPyl est connu pour avoir une reconnaissance très spécifique et 

constitue un choix préférentiel. Cependant, il a été montré que la modification de l'anticodon de 

l'ARNtPyl entrainait un faible risque d'aminoacylation par des aaRS endogènes chez E.coli ou des 

mycoplasmes (Krishnakumar and Ling 2014). Bien que cette erreur d'incorporation soit faible, le 
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couple ARNt / aaRS ne serait pas alors aussi orthogonale. Ainsi, les éléments déterminants (section 

IV.1.2.1) qui définissent les différents modes de reconnaissance entre les ARNt et les aaRS doivent 

être connus afin de pouvoir assurer l'absence d'une interaction avec les aaRS endogènes au profit 

d'une interaction avec l'aaRS orthogonale. L'utilisation d'une paire orthogonale phylogénétiquement 

éloignée de l'organisme producteur permet généralement de s'assurer de cette orthogonalité 

(Krishnakumar and Ling 2014). L'ajout de déterminants négatifs (section IV.1.2.1) peut aussi 

permettre de limiter la reconnaissance du nouvel ARNt par les aaRS endogènes (Krishnakumar and 

Ling 2014). 

Concernant la reconnaissance du codon détourné par des ARNt endogènes, il est possible de 

réaliser une réaffectation complète ou incomplète.  

La réaffectation incomplète sera une méthode essentiellement statistique. En effet, pour cela il 

est possible de fournir un ARNt avec un anticodon très affin (appariement complet) pour un codon 

qui est reconnu avec une affinité faible au niveau de la base flottante par les ARNt endogènes. Cette 

stratégie statistique peut être facilitée lors du détournement d'un codon rare ou la compétition sera 

plus faible (Link and Tirrell 2005). Ainsi, lors d'une étude réalisée par Tirell et ses collaborateurs, la 

réaffectation du codon UUU de la phénylalanine vers la  2-naphthylalanine a conduit à une 

réaffectation efficace à 80% (Link and Tirrell 2005). Cependant, la PheRS reconnait l'anti-codon de 

l'ARNt ce qui pourrait expliquer cette efficacité incomplète.  

Afin d'effectuer une réaffectation complète, deux possibilités sont envisageables : i) supprimer 

l'ARNt endogène qui reconnait le codon détourné et remplacer tous les codons génomiques lus par 

cet ARNt, ii) modifier l'anticodon des ARNt endogènes pour empêcher l'action des enzymes modifiant 

celui-ci (Krishnakumar and Ling 2014).  

 

 
Figure 28: Méthodologie pour la réaffectation d'un codon sens (ici exemple du codon AGG). 

La réaffectation de codon sens doit faire face à deux problématiques. i) La reconnaissance de l'ARNt par une aaRS endogène. 
En générale cette problématique est assurée par l'utilisation d'une paire aaRS / ARNt phylogénétiquement éloignée pour 
favoriser l'absence de réactivité croisée. ii) la reconnaissance du codon détourné par des ARNt endogènes. Pour éviter cette 
reconnaissance, il faut supprimer ou modifier l'ARNt endogène et remplacer tousles codons détournés (ici AGG) au niveau du 
génome.  

 

Ainsi, la réaffectation de codon sens nécessite des manipulations génétiques importantes. 

L'utilisation de génomes synthétiques ou de méthodes de modifications génétiques à haut débit est 

nécessaire pour la réalisation de ce type de réaffectation (Krishnakumar and Ling 2014). De plus, 

contrairement à la réaffectation d'un codon stop, l'analyse de l'incorporation d'un acide aminé non 



59 
 

naturel est plus complexe et fait appel à une analyse en spectrométrie de masse afin de déterminer 

la fiabilité de cette incorporation. En effet, l'acide aminé non naturel est alors en compétition avec 

des acides aminés naturels plutôt qu’avec une terminaison de la traduction. Ces méthodes ont été 

utilisées chez E. coli, chez la levure, ou au niveau de mycoplasmes dont le génome est assez réduit 

(Krishnakumar and Ling 2014).  

Par exemple, une étude réalisée par Mukai et al., a permis la réaffectation du codon AGG à l'aide 

d'un mutant de la PylRS et du remplacement de 27 codons AGG génomiques par des codons 

synonymes au niveau de gènes essentiels. Cependant, les ARNt endogènes reconnaissent à la fois le 

codon AGG et AGA, grâce à la troisième base flottante. Afin d'éviter la modification du codon AGA, 

les anti-codons des ARNts endogènes ont donc été modifiés et l'ARNt reconnaissant le codon AGG a 

été codé au sein d'un plasmide qui n'est pas maintenu à haute température. La capacité d'E. coli a 

réaliser la traduction d’AGG par une arginine a donc été rendue thermosensible. Ainsi, grâce à l'ajout 

de la paire orthogonale PylRS / ARNt orthogonale, à haute température les arginines codées par AGG 

étaient remplacées par l'acide aminé non naturel (ici une homoarginine). (Mukai, Yamaguchi, et al. 

2015). 

 

 Utilisation d'un code génétique à 4 bases :  

 Le cadre de lecture d'un gène est défini par la succession des triplets qui codent pour le gène. 

Il commence par un codon initiateur ATG et se termine par un codon stop. Naturellement, des 

décalages du cadre de lecture peuvent être observés. Le décalage du cadre de lecture fait 

généralement référence à l'insertion (+1) ou à la délétion (-1) d'une base au niveau du gène ce qui 

décale la lecture réalisée par le ribosome. Cependant, il existe également des ARNt suppresseurs de 

ces décalages du cadre de lectures (+1) (Farabaugh 2000). Ces ARNt possèdent des anti-codons à 4 

bases appelés quadruplets. Leur utilisation afin d'incorporer des acides aminés non naturels a 

d'abord essentiellement été réalisée par le biais d'ARNt pré-couplé in vitro ou par microinjections 

(sections III.2) (K. Wang, Schmied, and Chin 2012). Cependant, l'efficacité de la traduction par ces 

ARNt ayant un anti-codon à 4 bases est très faible, à cause d'une mauvaise adaptation au ribosome. 

In vivo, l'augmentation de cette efficacité induit une toxicité importante, probablement par la 

modification du protéome. Néanmoins, Chin et ses collaborateurs ont créé une voie orthogonale de 

la traduction pour favoriser cette prise en charge comportant un ARNm orthogonal, un ribosome 

orthogonal et l'ajout des ARNt portants des quadruplets. L'orthogonalité de l'ARNm a été réalisée par 

la modification de la séquence Shine Dalgarno qui permet l'assemblage du ribosome (section I.3). Le 

ribosome a alors été modifié pour reconnaitre cette séquence et pour permettre une meilleure 

accommodation des ARNt quadruplets. Cette stratégie a alors permis l'incorporation de deux acides 

aminés non naturels par les paires aaRS / ARNt issues de M. jannaschii et M. barkeri en réponse au 

codon stop TAG et à un codon quadruplet AGGA (K. Wang, Schmied, and Chin 2012).   

 

 Utilisation de bases nucléotidiques non naturelles : 

 La mise au point de nouvelles bases nucléotidiques (donc différentes de A, T, U, G, C) 

pourrait fournir des codons n'ayant aucune attribution naturelle. Ces codons pourront alors être 

attribués à l'acide aminé non naturel à incorporer. L'inefficacité de la prise en charge des bases non 

naturelles lors des processus de réplication, transcription, et traduction a longtemps limité leur 

utilisation au sein de production in vitro (Appella 2009). Cependant, récemment, Romesberg et ses 

collaborateurs de l'institut de Craig Venter ont réussi à générer une bactérie capable de croître avec 

deux bases supplémentaires, ce qui permettrait alors la génération de 216 codons. De plus, au cours 

de ces travaux, ils ont démontré leur utilisation in vivo pour l'incorporation d'acides aminés non 

naturels permettant de réaliser des conjugaisons spécifiques (propargyl-lysine et azido-phénylalanine 
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indépendamment) au sein de la protéine modèle GFP (Y. Zhang et al. 2017). Bien que l'utilisation de 

bases non naturelles soit encore très liée à des questions de recherche fondamentale, ces résultats 

démontrent le potentiel applicatif de leur utilisation.  

IV.4.3. Conditions liées à l'expression du couple aaRS / ARNt et de la protéine cible 

 De manière générale, l'incorporation d'un acide aminé non naturel au sein d'E. coli se réalise 

grâce à sa co-transformation par deux plasmides (Figure 27). Un plasmide porte alors le couple aaRS 

/ ARNt orthogonal à la traduction endogène et le second porte la séquence codante pour la protéine 

cible au sein de laquelle un codon stop TAG a été généré au niveau du site d'incorporation ciblé.  

 

 Tout d'abord, afin de favoriser une co-transformation correcte de ces deux plasmides, non 

seulement ils doivent posséder des gènes de sélections différents (résistance aux antibiotiques) mais 

ils doivent également posséder des origines de réplication différentes. En effet, lors de la division 

cellulaire, les plasmides vont être répliqués et les différentes copies plasmidiques vont alors être 

réparties entre la cellule mère et la cellule fille. Si deux plasmides ont des origines de réplication 

semblables, leur répartition au cours de la division risque d'être faussée limitant leur maintien au 

cours des différentes générations (Austin and Nordström 1990). La combinaison des origines de 

réplications la plus utilisée pour l'incorporation d'acide aminé non naturel est p15A et pBR322 

(Smolskaya and Andreev 2019).  

  

 Au niveau du plasmide portant les éléments orthogonaux, à notre connaissance, il n'existe 

pas d'étude rationnelle et exhaustive ayant testé les nombreux promoteurs, les différents inducteurs 

(à différentes concentrations et temps d'ajout), les conditions de cultures, ainsi que le nombre de 

copies du couple aaRS / ARNt et leur proportion. Cependant, quelques combinaisons ont été testées 

et sont détaillées ci-dessous.  

 Au niveau du couple TyrRS / ARNtTyr issu de M. jannaschii, le plasmide pSup-MjTyrRS-6TRN a 

montré des taux d'incorporation améliorés chez E. coli. Ce plasmide possède une origine de 

réplication p15A avec 6 copies d'ARNtTyr au sein de deux cassettes sous le contrôle d'un promoteur 

issu d'E. coli (proK) et une copie de la TyrRS sous le contrôle du promoteur glnS' au lieu de glnS. Cette 

modification au niveau du promoteur le rend plus efficace car insensible à la méthylation du site dam 

(5'GATC3') (Plumbridge and Söll 1987). Enfin la synthétase TyrRS possède la mutation D286R qui 

favorise son interaction avec l'ARNtTyr suppresseur (Smolskaya and Andreev 2019). 

 Par la suite, le plasmide pEVOL a montré des meilleurs taux d'incorporation avec des 

pyrrolysyl ARNt synthetases (M. mazei et M. barkeri) ainsi qu'avec des tyrosyl ARNt synthétases (M. 

jannaschii) (Smolskaya and Andreev 2019). Ce plasmide possède deux copies de l'aaRS, une sous le 

contrôle d'un promoteur constitutif (glnS') et l'autre sous le contrôle d'un promoteur inductible à 

l'arabinose ainsi qu'une copie de l'ARNt toujours sous le contrôle du promoteur proK. Cependant, le 

bras T de l'ARNt a été modifié afin favoriser son interaction avec le facteur d'élongation (EF-Tu) (T. S. 

Young et al. 2010).  

 Un troisième type de plasmide (pUltra) a également été développé afin d'optimiser 

l'incorporation d'acides aminés non naturels (Chatterjee et al. 2013). Contrairement aux plasmides 

pSup et pEVOL précédents, celui-ci comporte une origine de réplication cdf qui permet de maintenir 

plus de copies (par rapport à l'origine p15A) au sein de la bactérie tout en restant toujours 

compatible avec la plupart des plasmides d'expression classiques. Il possède le même type 

d'expression de l'ARNt que pour le plasmide pEVOL mais une seule copie de l'aaRS sous le contrôle 

d'un promoteur inductible à l'IPTG. Ce plasmide a alors pu être utilisé en combinaison avec le 

plasmide pEVOL et un plasmide d'expression lors de l'incorporation concomitante de deux types 

d'acides aminés non naturels différents (section IV.4.4).  
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 Au niveau du plasmide portant la séquence de la protéine cible, les conditions optimales 

d'expression sont très dépendantes de la cible protéique. Cependant, l'association entre les deux 

plasmides d'expression joue probablement un rôle important. Ainsi, l'expression du couple aaRS / 

ARNt et de la protéine cible se réalise généralement de façon indépendante (Q. Wang, Parrish, and 

Wang 2009). Cette stratégie nécessite donc deux systèmes d'induction indépendants qui sont 

généralement des promoteurs très communément utilisés comme les promoteurs inductibles à 

l'arabinose et à l'IPTG. Malheureusement, la description de la mise au point de ces différents 

paramètres est rarement développée au sein des différentes publications. Néanmoins, Wandrey et 

al. ont réalisé un plan d'expérience afin de déterminer une combinaison des conditions optimales 

lors de l'incorporation de la propargyl-lysine ou de l’acide (S)-2-amino-6-((2-

azidoéthoxy)carbonylamino) hexanoïque (AlK) au sein de la GFP (Wandrey et al. 2016). Au sein de 

leur système d'expression, l'ARNt est exprimé constitutivement et l'aaRS ainsi que la protéine cible 

sont exprimées sous le contrôle d'un promoteur inductible à l'IPTG. Les conditions optimales qu'ils 

ont alors déterminées consistaient en une induction avec 300 à 400 µM d'IPTG entre 0 et 0,5 h et un 

ajout de l'acide aminé dès le départ à une concentration très élevée pouvant atteindre 10 µM pour 

AlK et 38 µM pour la PrK (Wandrey et al. 2016).   

IV.4.4. Incorporation de deux acides aminés non naturels différents au sein d'une 

même séquence 

 L'incorporation de deux acides aminés non naturels différents peut se réaliser par une 

utilisation conjointe de la méthode d'incorporation résidu spécifique et site spécifique. Au sein d'une 

souche auxotrophe, un codon sens peut alors servir à l’insertion d’un acide aminé non naturel (NAA) 

tandis que l’expression d'une paire aaRS/ARNt orthogonale peut servir à l’incorporation d’un autre 

NAA à la place d'un codon stop (Ayyadurai et al. 2011). Cependant, si le contrôle de la position 

d'incorporation est important pour les deux partenaires, il sera alors nécessaire d'utiliser deux paires 

aaRS/ARNt orthogonales. En plus d'être orthogonales au système de traduction endogène, ces paires 

devront également être orthogonales entre elles afin de rester indépendantes. Les stratégies mises 

au point utilisent généralement le détournement du codon stop TAG et TGA. Au niveau des paires 

orthogonales entre elles, le couple PylRS/ARNt (M. mazei ou M. barkeri) et le couple TyrRS/ARNt (M. 

jannaschii) peuvent être utilisés ensemble au sein d'E. coli (K. Wang et al. 2014). Généralement, les 

niveaux d'incorporation sont très faibles, cette double incorporation a donc principalement été 

utilisée pour des applications nécessitant peu de matériel comme le FRET (Florescence Resonance 

Energy Transfert) (Quast et al. 2019; T. C. Lee et al. 2016). Très récemment, une troisième voie 

orthogonale a été également couplée aux voies orthogonales précédentes (PylRS / ARNtPy et TyrRS / 

ARNtTyr) par l'utilisation d'un couple TrpRS / ARNtTrp dérivé d'E. coli (Italia et al. 2019). La paire TrpRS / 

ARNtTrp a été générée par évolution au sein d'E.coli à la suite du remplacement de la paire TrpRS 

endogène par une paire issue de la levure. La nouvelle paire résultante a alors pu montrer une 

orthogonalité à la fois chez E. coli et chez les eucaryotes (Italia et al. 2017). La suppression des trois 

codons stops a été réalisée par l'utilisation conjointe de ces aaRS / ARNt et a alors permis 

l'incorporation de trois acides aminés non naturels portant des fonctions de conjugaison 

orthogonales donc très spécifiques et indépendantes. L'efficacité d'incorporation étant très limitée 

(rendement de production de 2% par rapport à la protéine sauvage), la terminaison de la traduction 

de la protéine cible a alors été réalisée grâce à la multiplication de codons stops à la fin du gène 

d'intérêt (Italia et al. 2019).  
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IV.5 Incorporation d'acides aminés non naturels chez les eucaryotes 

 Jusqu'à ce point d'introduction, nous n'avons que très peu évoqué la méthodologie 

d'incorporation d'un acide aminé non naturel au sein d'un organisme eucaryote. Cependant, bien 

que les processus de traduction diffèrent, la méthodologie d'incorporation des acides aminés non 

naturels est très similaire et est basée sur l'utilisation de paires aaRS / ARNt orthogonales. Nous 

allons cependant voir ci-dessous les principaux éléments spécifiques à l'incorporation d'acides 

aminés non naturels au sein d'eucaryotes.   

  

 Tout d'abord, comme nous venons de le soulever précédemment (section IV.3.2), le couple 

aaRS/ARNt utilisé doit être orthogonal au système de traduction de l'organisme producteur. La 

pyrrolysyl ARNt synthétase (PylRS) des archées ayant une reconnaissance de l'ARNt très spécifique, 

elle est utilisable à la fois chez les procaryotes et les eucaryotes. Des couples aaRS / ARNt issus d'E. 

coli (codant pour la leucine ou la tyrosine) sont également très utilisés au sein de cellules eucaryotes 

pour réaliser l'incorporation d'acides aminés non naturels. Lorsque ces ARNt bactériens sont utilisés 

(généralement ARNtLeu ou ARNtTyr), leur anticodon doit être muté en CUA pour être complémentaire 

au codon ambre. Cette mutation peut baisser leur affinité envers l'aaRS, et des mutations 

supplémentaires peuvent être appliquées afin de maintenir une bonne reconnaissance entre ces 

partenaires (Lei Wang 2017). L'utilisation de paires orthogonales à la fois au sein des eucaryotes et 

des procaryotes peut faciliter le développement de nouveaux acides aminés non naturels. En effet, 

l'évolution d'un couple aaRS / ARNt est généralement réalisée chez E. coli, ou à défaut chez la levure 

(section IV.3.3) (Lei Wang 2017).  

 Par ailleurs, la paire TyrRS/ARNtTyr issue de M. jannaschii n'est pas utilisable telle quelle chez 

les eucaryotes. En effet, les TyrRS issues des eucaryotes et archées ont un mode de reconnaissance 

de l'ARNt proche avec notamment la même paire de nucléotides discriminante (C1:G72) (section 

IV.3.2.2). Cependant, des travaux réalisés par Thibodeaux et al. en 2010 ont permis de rendre cette 

paire orthogonale chez les eucaryotes en remplaçant les éléments de reconnaissance par leur 

équivalent bactérien. Etant donné que de nombreux mutants avec différentes spécificités ont été 

développés chez E. coli, cela permet d'apporter un nouveau lot d'aaRS / ARNt utilisables chez les 

eucaryotes (Thibodeaux et al. 2010).  

 

 L'expression de l'ARNt provenant des archées au sein de la cellule eucaryote s'est également 

avérée problématique. En effet, l'induction de l'expression des ARNt procaryotes est 

physiologiquement induite par un promoteur en amont de leur séquence. Cependant, l'expression 

des ARNt eucaryotes est induite grâce à la reconnaissance de séquences conservées au sein de leur 

gène (boite A et boite B) par des facteurs de transcription. Toutefois, dans les années 80, un 

promoteur externe de l'ARN polymérase III de type 3 a été identifié au sein de cellules mammifères 

(Schramm and Hernandez 2002). Celui-ci est présent en amont du gène et est composé d'une boite 

TATA ainsi que de deux séquences conservées "Proximal Sequence Element" (PSE) et "Distal 

Sequence Element" (DSE) (Schramm and Hernandez 2002). Son utilisation couplée à une séquence 

additionnelle en 3' ainsi que la présence de cassette de plusieurs copies d'ARNt a permis l'expression 

d'ARNt procaryotes ou issus d'archées avec un niveau suffisant pour réaliser l'incorporation d'acides 

aminés non naturels (Lei Wang 2017). Ainsi, cette stratégie développée pour la première fois par 

Wang et al. en 2007 a également été efficacement utilisée au sein d'une variété d'organismes 

eucaryotes y compris des animaux et des plantes (Lei Wang 2017). Un autre promoteur de la 

polymérase III externe au gène de l'ARNt (issus de la levure), a également permis une expression plus 

forte des ARNtTyr et ARNtLeu bactériens (Lei Wang 2017). 
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 Tout comme pour les procaryotes (section IV.4.1), l'acide aminé non naturel doit pouvoir 

entrer dans la cellule afin de pouvoir être incorporé in vivo. Le masquage de leur fonction 

carboxylique par la formation d'un ester peut permettre de faciliter leur apport. En effet, l'acide 

aminé alors plus neutre et lipophile peut traverser la membrane plus facilement. La présence 

d'estérases non spécifiques intracellulaires chez des cellules eucaryotes permet alors de rendre 

l'acide aminé disponible pour une incorporation. Le rendement d'incorporation a pu être ainsi 

multiplié par 4 avec une réduction significative de la quantité d'acide aminé non naturel nécessaire 

(Lei Wang 2017). Des transporteurs de peptides peuvent être présents chez les cellules eucaryotes et 

l'utilisation de dipeptides permet donc également d'augmenter considérablement leur 

biodisponibilité (Lei Wang 2017). 

 

 Enfin, au sein des cellules eucaryotes, un mécanisme appelé nonsense-mediated mRNA decay 

(NMD) cible les ARN messager (ARNm) avec un codon stop précoce et stimule sa dégradation. En 

effet, les mécanismes d'épissage de l'ARNm peuvent entraîner des erreurs ce qui serait délétère pour 

la cellule. Ainsi, après une première traduction de l'ARNm, si un codon stop est situé trop en amont, 

la protéine UPF1 va alors se fixer à celui-ci et recruter différents partenaires protéiques dont des 

enzymes entrainant la dégradation de l'ARNm (Lykke-Andersen and Jensen 2015). Etant donné que 

l'incorporation d'acides aminés non naturels de manière site spécifique se réalise généralement par 

la suppression du codon stop ambre, ce mécanisme réduit la quantité de protéine modifiée produite. 

Ainsi, la suppression du gène UPF1 au sein d'une souche de levure a doublé l'incorporation d'acide 

aminé non naturel. Cet effet a également été démontré au sein de Caenorhabditis elegans par 

l'utilisation d'ARN interférent augmentant les rendements par 5,6 (Lei Wang 2017).  

 

 Au cours de cette thèse, nous nous concentrons essentiellement sur l'incorporation d'acides 

aminés non naturels chez E. coli car l'ensemble du travail réalisé ici s'est déroulé au sein de cet 

organisme. Cependant, différents acides aminés non naturels ont efficacement été incorporés chez 

les eucaryotes dont principalement la levure, des cellules mammifères, des cellules souches, ou 

encore des animaux comme des vers (C. elegans), drosophiles, poissons zèbres et souris (Lei Wang 

2017). L'utilisation de ces modèles permet alors l'étude de mécanismes cellulaires ou physiologiques 

plus proche de l'Homme. 

V. Applications  
 L'utilisation d'acides aminés non naturels se prête à l'étude de nombreux domaines 

biologiques. Les différentes utilisations peuvent être classées selon 3 grandes catégories : i) l'étude 

de modifications post traductionnelles, ii) la bioconjugaison orthogonale, iii) l'utilisation au sein d’un 

site de reconnaissance ou site actif.  

V.1. Etude des modifications post traductionnelles  

 En général les modifications post-traductionnelles sont des processus dynamiques et 

plusieurs types de modifications peuvent être appliqués sur une même protéine selon les conditions 

physiologiques (H. Chen et al. 2018). Leur étude est donc complexe et l'utilisation d'acides aminés 

non naturels permet de simplifier les paramètres tout en permettant l'étude de ces modifications au 

sein de l'environnement cellulaire natif. Ainsi, de nombreux acides aminés non naturels ont été 

utilisés pour ce type d'étude et ont été répertoriés au sein de la revue bibliographique réalisée par 

Chen et al. (H. Chen et al. 2018). Afin d'incorporer ces acides aminés porteurs de modifications post-

traductionnelles ou de mimes, la méthode d'incorporation site-spécifique est privilégiée. En effet, la 

modification concerne généralement des acides aminés abondants au sein des protéines et cibler un 
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site particulier permet d'avoir une étude plus précise (H. Chen et al. 2018). Les acides aminés 

développés sont donc porteurs des modifications post-traductionnelles qui peuvent être modifiées 

au sein de la cellule, ou consistent en des analogues (par exemple non clivables in vivo) ou 

précurseurs de ces mutations (H. Chen et al. 2018). Ceux-ci ont alors permis d'étudier la méthylation 

et l'acétylation des lysines et arginines, la phosphorylation des sérines, tyrosines et thréonines, ainsi 

que la sulfatation, la nitration et l'hydroxylation des tyrosines (H. Chen et al. 2018) (Tableau 6).   

Tableau 6 : Exemples d'acides aminés non naturels pour l'étude de modifications post-traductionnelles 

Modification post-

traductionnelle étudiée 
Acide aminé non naturel Référence 

Méthylation et acétylation 

de la lysine 

   

(Neumann, 

Peak-Chew, 

and Chin 

2008) 

(Lammers 

2018) 

Phosphorylation de sérine 

et de la tyrosine  

 

 
Analogue non 

hydrolysable de la 

phosphosérine 

 
Analogue neutre (meilleur taux 

d'incorproation que pour la 

Phospho-tyrosine) 

(Rogerson et 

al. 2015) 

(Hoppmann 

et al. 2017) 

Sulfatation de la tyrosine 

 

(Chang C. Liu 

et al. 2009) 

Nitratation de la tyrosine 

 

(Gerding et 

al. 2019) 

Hydroxylation des 

tyrosines 

  
Hydroxylation masquée par un 

groupement photolabile 

(Alfonta et al. 

2003) 

(Hauf et al. 

2017) 

  

V.2. Bioconjugaison orthogonales 

 Les acides aminés non naturels peuvent donc permettre d'apporter une réactivité dite 

orthogonale, c'est à dire absente des molécules du vivant. Ces caractéristiques ont été très 

exploitées afin de réaliser des conjugaisons ciblées entre différents partenaires. Ainsi, différents 

types de réactivité ont pu être incorporés au sein des protéines et ont été plus particulièrement 

détaillés au sein du chapitre 2. La revue bibliographique récente réalisée par Lee et al. répertorie les 

différents acides aminés permettant ces bioconjugaisons orthogonales (K. J. Lee, Kang, and Park 

2019). Ces nouvelles méthodes de conjugaisons orthogonales ont pu être utilisées dans le domaine 

des biomatériaux, de génération d'anticorps conjugués, d'imagerie cellulaire, de génération de 

protéines artificielles multivalentes, de délivrance spécifique de médicaments, ou encore d'études 

structurales par FRET (E. Kim and Koo 2019; Spicer, Pashuck, and Stevens 2018). Nous pouvons ainsi 

noter que ces méthodes de conjugaison sont très utilisées par la communauté scientifique. 
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Cependant, l'utilisation d'acides aminés non naturels afin de produire des glycoconjugués à des fins 

vaccinales comme il sera développé au sein du chapitre 3 est très rare. A notre connaissance, 

uniquement un brevet de la société SutroVax et une publication réalisée par un groupe partenaire 

ont pu être répertoriés (Fairman, Heinrichs, and Chan 2018; Kapoor et al. 2018). Cette publication 

fait état de l'incorporation de l'azido-phénylalanine au sein d'une protéine antigénique de la malaria 

par une méthode d'incorporation in vitro. Cette protéine modifiée a ensuite été spécifiquement 

couplée avec un glycosylphophatidylinositol générant ainsi un vaccin glycoconjugué (Kapoor et al. 

2018). Au cours de la présente thèse, la technologie d'incorporation d'acides aminés non naturels a 

tout d'abord due être implémentée au sein du laboratoire. Ensuite, cette technologie a été appliquée 

à la génération de glycoconjugué à des fins vaccinales, ce qui constitue l'originalité de nos travaux.    

V.3. Incorporation de NAA au sein de sites actifs ou de reconnaissance 

 L'étude de sites de reconnaissance ou sites actifs par l'utilisation d'un acide aminé non 

naturel nécessite l'utilisation d'une méthode d'incorporation ciblée. Différentes applications ont pu 

être développées telles que l'étude des caractéristiques des protéines (au niveau biophysique ou 

encore des caractéristiques clés d'un acide aminé), la modification des caractéristiques de 

reconnaissance (renforcement de la liaison de co-facteurs, contrôle optique des propriétés, 

modification régiosélectivité / énantiosélectivité). Ces applications seront plus particulièrement 

détaillées lors du chapitre 5 traitant de la modification des lectines. Globalement, nous pourrons 

noter que l’utilisation des NAA dans le but de modifier les caractéristiques de reconnaissances des 

protéines sont assez rares et que les travaux présentés lors du chapitre 6 sont donc particulièrement 

originaux.  
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Chapitre 2 : Stratégies de lutte contre 

Streptococcus pneumoniae 
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I. Généralités sur Streptococcus pneumoniae  

I.1 Physiologie 

 Streptococcus pneumoniae est communément appelée "pneumoccoque" et cause des 

pathologies chez l’Homme principalement au niveau du système ORL (Oreille – Nez – Larynx) (section 

I.3). Au niveau physiologique, c'est une bactérie aéro-anaérobie facultative qui peut donc croître à la 

fois en milieu pauvre et riche en oxygène. Cette bactérie est Gram positive et possède donc une large 

paroi formée de peptidoglycane (composé d'unités répétées de N-acétylglucosamine et d'acide N-

acétylmuramique reliées entre elles par des chaines peptidiques (Figure 29A). Des protéines de 

surface ainsi que la capsule polysaccharidique y sont ancrées. Au niveau morphologique, elle se 

présente sous la forme de cocci le plus souvent associés en paires (appelés diplocoques) entourées 

d'une capsule polysaccharidique (Figure 29B et C).   

 La production de la capsule est régulée lors des différents stades de l’infection (section I.4) 

par des facteurs environnementaux comme la source de carbone (dominance du glucose dans le 

sang et du galactose dans le mucus respiratoire) (Troxler et al. 2019) ou la teneur en oxygène (J N 

Weiser et al. 2001). Au niveau macroscopique, deux morphologies peuvent donc être observées : des 

colonies opaques et des colonies transparentes (Figure 29D)(Manso et al. 2014). Les bactéries ayant 

une capsule épaisse (d'apparence opaque) seraient plutôt invasives et donc retrouvées par exemple 

dans le sang tandis que celles possédant une capsule plus fine correspondraient à une phase 

physiologique permettant l'expression de protéines de surface lors la colonisation afin de 

promouvoir l'adhérence aux cellules épithéliales cibles (Chai et al. 2017). La capsule joue donc un 

rôle important au cours des différentes étapes d'infection, ce qui est détaillé section I.4. 

 

Figure 29: Aspect morphologique de Streptococcus pneumoniae 
A) Représentation schématique de la structure extérieure des bactéries de type gram +, Image modifiée à partir du site 
https://wikieducator.org/Bacterial_Structure 
B) Coloration gram issue d'un échantillon de cellules lymphocytaires en présence de S. pneumoniae, image extraite du site 
CDC : https://www.cdc.gov/meningitis/lab-manual/chpt06-culture-id.html  
C) Représentation schématique de S. pneumoniae sous la forme de diplocoques encapsulés (Tomos, Perros, and Dimopoulos 
2017) 
D) Image issue de colonies du sérotype 3 opaques et transparentes observées au microscope (Chai et al. 2017) 

https://wikieducator.org/Bacterial_Structure
https://www.cdc.gov/meningitis/lab-manual/chpt06-culture-id.html
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I.1.1 Composition de la capsule 

 La nature de la capsule a été identifiée en 1925 par Avery et al. qui l'ont alors désignée 

comme le premier antigène non protéique (O T Avery and Heidelberger 1925). Cette capsule 

constitue la couche la plus externe de S. pneumoniae. Elle est composée d’unités saccharidiques 

répétées (homopolyosidiques) ou diverses (hétéropolyosidiques) formant des polymères branchés 

ou linéaires de haut poids moléculaire (500 à 2000 kDa) (Rieux 2002). Sa composition varie d'une 

souche à l'autre et ces souches sont alors classées en sérotypes. En effet, elles peuvent être 

catégorisées selon la reconnaissance de la capsule par des anticorps issus d’un sérum. Les anticorps 

sont alors dirigés contre des motifs saccharidiques spécifiques. Actuellement, 97 sérotypes ont été 

identifiés et la composition de leur capsule a notamment été répertoriée au sein de la publication de 

Geno et al. (Geno et al. 2015). La diversité potentielle des polysaccharides est très importante car 

elle porte à la fois sur les différents sucres les constituant et leurs différents substituants (phosphate, 

groupement acétyle) ainsi que sur leur enchainement et leur type de lien osidique (α ou β). Par 

exemple, si l'on considère le nombre de combinaisons de polymères potentiels à partir de 20 unités 

pour un polymère de longueur de 6 unités, la diversité potentielle de peptides est très inférieure à la 

diversité de polysaccharides potentiellement générés avec respectivement environ 64 millions de 

combinaisons pour des peptides et 192 780 millions pour les polysaccharides (Werz et al. 2007). Les 

sucres constituant les polysaccharides capsulaires sont généralement chargés négativement à cause 

de la présence de groupements phosphates ou d’acide glucuronique (donc sous leurs formes 

oxydées) (Geno et al. 2015). La composition de la capsule des principaux sérotypes impliqués dans 

les pathologies liées à S. pneumoniae est répertoriées dans le tableau  présenté en Annexe n° 1.  

Trois exemples représentatifs de composition polysaccharidique de sérotypes sont présentés ci-

dessous Tableau 7. 

Tableau 7 : Exemple de 3 structures de polysaccharides capsulaires 
Glcp signifie Glucose sous la forme pyranosyle (p), GlcpA signifie Glucose sous sa forme d'acide glucoronique, GlcNAc signifie 
N-acétyl-glucosamine, Galp signifie Galactose sous sa forme pyranosyle, Rha signifie Rhamnose, Rib-ol signifie Ribitol, P 
représente un groupement phosphate. 

Sérotype Composition polysaccharidique 

3 
 

6B 
 

14 

 
   

I.1.1.1 Méthodes d'identification de sérotypes 

 Les sérotypes sont identifiés selon deux systèmes d'annotations : un Américain et un Danois, 

bien que le système Danois soit plus largement utilisé par la communauté scientifique. En effet, celui-

ci tient compte de la réactivité croisée, c'est à dire de la reconnaissance par un même sérum de 

différents sérotypes. Ces sérotypes sont alors regroupés au sein de sérogroupes et leurs annotations 

sont différenciées par une lettre (exemple les sérotypes 19A et 19F du sérogroupe 19) (Henrichsen 

1979). Ceux-ci sont généralement structurellement très proches. Par exemple le sérotype 19A est 

différencié du sérotype 19F par une seule liaison (Figure 30). Cependant, bien que d'apparence 

minime, cette modification a une influence importante sur sa flexibilité et le nombre de 

conformations adoptées par le polysaccharide (Figure 30)(Kuttel et al. 2015). En effet, comme nous 
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pouvons le voir sur la Figure 30, les expériences de dynamique moléculaire couplées à des analyses 

RMN réalisées par Kuttel et al. présentent différentes conformations structurales en milieu aqueux, 

et les profils ne sont pas équivalents pour les deux sérotypes. Notamment, une conformation 

stabilisée par des liaisons hydrogènes intramoléculaires apparait clairement (entourée en pointillés à 

gauche de la Figure 30, et présentation de sa structure à droite de la Figure 30). De plus, ces 

modifications structurales semblent avoir une importance biologique puisque les anticorps produits 

contre le sérotype 19F ne présentent qu'une efficacité limitée contre une infection par le sérotype 

19A (Hausdorff, Hoet, and Schuerman 2010; R. Reinert, Jacobs, and Kaplan 2010). La caractérisation 

précise de la composition des différents sérotypes a donc un sens structural mais également 

biologique très important, d'autant qu'ils permettent le développement de stratégies vaccinales 

basées sur leurs compositions (section II.2).  

 

Figure 30: Différences structurales entre le sérotype 19A et 19F  
Analyse de dynamique moléculaire du Rayon de giration du polysaccharide capsulaire (courbe rouge pour le sérotype 19F et 
courbe verte pour le sérotype 19A) couplée à des analyses RMN de certaines conformations (schématisées de part et 
d’autres des courbes). La structure présentée à droite de l’image correspond à la conformation stabilisée du sérotype 19A 
entourée en noir sur la figure à gauche. Image issue de la publication de (Kuttel et al. 2015). 

 

 Plusieurs méthodes ont été développées afin de permettre le classement en différents 

sérotypes notamment par des méthodes immunologiques telles que le test de précipitation, 

d'agglutination ou la réaction de Quellung. La réaction de Quellung est une méthode simple et rapide 

et est donc très utilisée (Habib, Porter, and Satzke 2014). Cette réaction consiste à mélanger une 

suspension de la souche de S. pneumoniae à identifier avec un sérum. L'opacification de la capsule 

par la liaison à des anticorps spécifiques de celle-ci lui donne une apparence plus gonflée, et ainsi 

plus visible au microscope (Figure 31). Dans le cas d'une réponse négative, la capsule reste mince 

(Figure 31). Cependant, ces méthodes peuvent être présentées comme subjectives à cause de 
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l'interprétation non quantitative des résultats. De plus, une capsule endommagée ou faiblement 

exprimée ne permet alors pas un sérotypage par cette technique (Geno et al. 2015). 

 

Figure 31: Identification de sérotype par la réaction de Quellung 
Les bactéries dont le sérotype est à identifier sont mises au contact d’un sérum. Lorsque le sérum contient des anticorps qui 
reconnaissent des motifs polysaccharidiques de la capsule, celle-ci apparaît opacifiée et plus large (à gauche sur la figure). 
Dans le cas d’une réponse négative, les anticorps ne reconnaissent pas la capsule et celle-ci reste fine en apparence (à droite 
sur la figure).  Image adaptée à partir de (White, Robinson, and Barnes 2008) 

 

 Le développement de méthodes analytiques telles que la chromatographie en phase gazeuse 

(CPG), la résonance magnétique nucléaire ou la spectrométrie de masse (MS) ont permis de faciliter 

l'analyse structurale précise des polysaccharides. Mais ces méthodes nécessitent une pureté assez 

importante de l'échantillon et celui-ci est fréquemment contaminé avec des polysaccharides issus de 

la paroi cellulaire (Geno et al. 2015). De plus, les groupes labiles tels que les acétylations sont 

difficilement étudiés notamment à cause de leurs migrations à d'autres positions au niveau d'une 

même unité saccharidique mais également au sein du polysaccharide (Lassfolk et al. 2019).  

 D'autres méthodes sont basées sur les séquences des gènes impliqués dans la synthèse de la 

capsule. En effet, en 2006, l'Institut de Sanger a séquencé les loci des gènes permettant la synthèse 

de la capsule chez 90 sérotypes de S. pneumoniae permettant ainsi leur détermination par PCR (S. D. 

Bentley et al. 2006). De plus, grâce à des données de séquençage, l'agence de la santé Anglaise 

(Public Health England, PHE) a développé un outil informatique automatisé permettant d'identifier 

un sérotype à partir d'une séquence d’ADN (Kapatai et al. 2016). Ces méthodes peuvent également 

permettre d'identifier des souches difficilement identifiables à cause d’une régulation négative de 

leurs capsules, ou de l’absence de celle-ci. Le projet de grande ampleur "Global Pneumoccocal 

Sequencing" qui vise à séquencer 20 000 souches de S. pneumoniae autour du globe devrait 

permettre d'en apprendre plus sur les différentes caractéristiques génétiques et leurs relations avec 

les différents sérotypes (S. Bentley, McGee, and Breiman 2016).  

I.1.2 Autres composants de surface de Streptococcus pneumoniae 

 A la surface de S. pneumoniae, plusieurs protéines sont également présentes de façon plus 

ou moins accessible selon l'épaisseur de la capsule. Ces protéines vont généralement jouer un rôle 

important dans les étapes de l'infection et particulièrement au niveau de l'étape de colonisation. 
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Certaines protéines ainsi que leurs différents rôles sont plus particulièrement développés au niveau 

de la description des facteurs de virulence décrits section I.4.  

 En tant que bactérie immobile, S. pneumoniae ne possède pas de flagelle. Par contre, elle 

possède des pili : les pili communs et les pili sexuels (Henriques-Normark and Tuomanen 2013). Les 

pili communs sont des filaments protéiques de plusieurs micromètres de long, présents à intervalle 

régulier au niveau de la surface bactérienne. Ils facilitent l'adhésion bactérienne à des surfaces. En 

effet, des protéines ayant des rôles d'adhésines peuvent être présentes à leurs extrémités (Figure 32, 

section I.4.2.3). Quant aux pili sexuels, ceux-ci sont plus longs et vont avoir un rôle de transmission 

du matériel génétique entre différentes souches bactériennes.  

 

Figure 32: Schéma explicatif de la fonction d'un pilus  
Un pilus est un filament protéique de plusieurs micromètres de long. Il peut être présent à intervalle régulier au niveau de la 
surface bactérienne ou au niveau de pôles. Des adhésines peuvent être présentes aux extrémités de ces pili et favorisent 
ainsi l'adhérence bactérienne.   

I.2 Réservoir 

 S. pneumoniae a été isolée pour la première fois de manière simultanée par Pasteur et 

Sternberg en 1881 à partir de salive humaine ((Pasteur, Chamberland, and Roux 1881; Sternburg 

1881)). En effet, S. pneumoniae est une bactérie commensale de l’Homme qui colonise les voies 

respiratoires supérieures (nasopharynx) (Bogaert, De Groot, and Hermans 2004). La flore bactérienne 

du nasopharynx se constitue dans les premiers mois de la vie de l'enfant et est composée d'une 

variété de souches dont S. pneumoniae (Donkor 2013). On la retrouve ainsi chez de nombreux jeunes 

enfants sans apparition de symptômes. Par exemple, au cours d'une étude réalisée en Papouasie-

Nouvelle-Guinée, S. pneumoniae était retrouvée chez 60% des enfants en période néonatale et tous 

les enfants testés avaient été colonisés durant les 3 premiers mois de leur vie (Gratten et al. 1986). 

Ces taux sont cependant plus faibles au niveau des pays développés avec par exemple 12% des 

enfants colonisés après 3 mois en Suède (Aniansson et al. 1992). Le taux de portage est également 

généralement plus faible chez les adultes. Par exemple, comme nous pouvons voir sur la Figure 33, 

une étude épidémiologique réalisée par Mackenzie et al. sur une population possédant un fort taux 

de maladies pneumococcales a montré que le taux de portage est très fort chez les jeunes enfants de 

moins de 5 ans (80%), avec en général un taux de portage de 67,1% chez les enfants et adolescents 

de 2 à 15 ans contre 26% chez les adolescents et adultes de plus de 16 ans (Mackenzie et al. 2010). La 

diminution du taux au cours du temps pourrait s'expliquer par le développement d'un système 

immunitaire plus mature. 
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Figure 33: Pourcentage de porteurs de Streptococcus pneumoniae en fonction de l'âge chez une population à haut taux de 
maladies pneumococcales (Population aborigènes d’Australie).  

Le portage de S. pneumoniae a été déterminé grâce à des analyses microbiologiques (morphologie, sérotypage) à partir de 
prélèvements naso-pharyngés. Cette étude a été réalisée sur 324 adultes (>16ans) et 218 enfants (<2-15ans). Au sein de 
cette population, les vaccins PCV7 et 23PPV y ont été introduit fin 2001 (section vaccins II.2). Les prélèvements ont été 
réalisés en 2002 et 2004. Image produite à partir des données issues de la publication (Mackenzie et al. 2010) 

 

 La colonisation du nasopharynx est une étape préalable à l'apparition des pathologies liées à 

S. pneumoniae (Bogaert, De Groot, and Hermans 2004) qui sont détaillées dans le paragraphe suivant 

(mécanisme détaillé section I.4).  

I.3 Pathologies associées à S. pneumoniae 

I.3.1 Population à risque  

 S. pneumoniae est responsable de pathologies graves telles que la pneumonie, la méningite 

ou la septicémie ou plus bégnines comme des otites ou des sinusites (sections suivantes I.3.2 et 

I.3.3). Tout comme le portage, la population la plus concernée est principalement celle des jeunes 

enfants de moins de 2 ans mais aussi les personnes âgées de plus de 65 ans (Figure 34).  

 

Figure 34: Incidence des maladies invasives liées à Streptococcus pneumoniae entre 2004 et 2005 en Angleterre et Ecosse 
image reproduite à partir de la publication (Ramasubramanian 2015) 

 De manière générale, un système immunitaire immature ou affaibli est un facteur de risque 

important. En dehors de l'âge, les autres facteurs de risques sont l'immunodépression congénitale ou 

acquise (agammaglobulinémie, myélome, hémopathie, VIH, déficit en complément), les maladies 
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pulmonaires chroniques, les infections virales (principalement la grippe), les terrains particuliers 

(insuffisance respiratoire, rénale, hépatique chronique, le diabète, la fistule cérébro-spinale, les 

implants cochléaires), la vie en grande promiscuité (prisons, camps militaires, foyers, hôpitaux de 

jour, crèche) ou encore une mauvaise hygiène de vie (alcoolisme, tabagisme) (Frottier and Ambroise-

Thomas 2005; Delmont et al. 2012; Örtqvist, Hedlund, and Kalin 2005).  

   

I.3.2 Infections non invasives liées au pneumocoque 

 Les pathologies dues à S. pneumoniae sont classées en deux catégories : les infections 

invasives et les infections non invasives. Lors des infections non invasives, S. pneumoniae ne pénètre 

pas dans des zones normalement stériles comme par exemple le sang ou le liquide céphalorachidien. 

Ces pathologies sont donc généralement moins graves et incluent les sinusites ou les otites mais 

également les pneumonies qui peuvent avoir de lourdes conséquences. 

 Sinusites :  

 La sinusite bactérienne est en général précédée par une sinusite virale d'une durée 

supérieure à 10 jours. Cette infection virale va alors faciliter l'infection bactérienne, notamment par 

un affaiblissement du système immunitaire ainsi que par des altérations de la couche cellulaire 

épithéliale au niveau des sinus, ce qui va favoriser l'adhérence bactérienne. Une seconde infection, 

bactérienne cette fois-ci, peut alors avoir lieu, le plus souvent par des bactéries aérobies facultatives 

telles que S. pneumoniae (Brook 2011). La principale complication d'une sinusite bactérienne est 

l'extension de l'infection à l'endocrâne et aux cavités orbitaires. Cependant, ces complications sont 

plutôt favorisées par l'immunodépression ou par des anomalies anatomiques (Régloix et al. 2017). 

 Otites : 

 Les otites moyennes (ou otitis media) sont une inflammation de la muqueuse qui tapisse la 

cavité du tympan. C'est en général une complication d'une infection virale des voies respiratoires 

supérieures (Nokso-Koivisto, Marom, and Chonmaitree 2015). Cette maladie est très commune chez 

les jeunes enfants. En effet, on estime que 60% des enfants ont déjà vécu au moins une otite à l'âge 

d'un an (Moore and Pilishvilli 2010). Cependant, les complications peuvent entraîner des infections 

plus graves telles qu’une mastoïdite (inflammation d’un os temporal derrière l’oreille qui peut 

entraîner une perte d’audition) ou des complications endocrâniennes graves comme une méningite.  

Pneumonie : 

 La pneumonie est une infection des voies respiratoires au niveau du parenchyme qui 

entraîne des difficultés respiratoires dont la principale cause infectieuse est S. pneumoniae. Cette 

infection est souvent précédée d'une infection virale qui altère l’efficacité du système immunitaire 

contre des infections virales (Robinson, Kolls, and Alcorn 2015). L’infection bactérienne est alors 

issue d'une contamination par aérosol du nasopharynx vers les alvéoles pulmonaires où S. 

pneumoniae se multiplie alors dans le tissu épithélial entraînant une inflammation (Randle, Ninis, and 

Inwald 2011). Malgré son caractère non invasif, la pneumonie peut avoir des conséquences très 

graves. Chaque année, environ 400 000 hospitalisations seraient dues à une pneumonie aux Etats-

Unis (Moore and Pilishvilli 2010). De plus, en 2017, l'agence mondiale de la santé a reporté 808 694 

morts d'enfants de moins de 5 ans à cause d'une pneumonie au niveau mondial, soit 15% des décès 

(Who 2017). 

I.3.3 Infections invasives liées au pneumocoque 

 Les infections invasives liées au pneumocoque telles que la méningite ou la septicémie, ont 

généralement des conséquences très graves allant jusqu'au décès. En effet, S. pneumoniae est l'une 

des principales causes de décès d'enfants de moins de 5 ans dans le monde (Who 2017).  
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Méningite : 

 La méningite est une infection des membranes (appelées méninges) entourant le cerveau ou 

la moelle épinière ce qui entraîne une inflammation. Les méningites virales sont bénignes et le 

patient se remet généralement sans traitement, contrairement aux méningites bactériennes qui 

peuvent avoir des conséquences très graves. Les principaux symptômes sont une nuque rigide, une 

fièvre importante, une sensibilité à la lumière, un mal de tête, de la confusion et des vomissements 

(WHO 2018). S. pneumoniae est responsable d'environ 50% de l'ensemble des méningites 

bactériennes (Auburtin and Timsit 2001). Chez les adultes, elle constitue la cause la plus fréquente de 

méningites bactériennes avec 70% des cas, et est associée avec un fort taux de mortalité avec 18 à 

30% de mort de patients et des séquelles neurologiques pour la moitié des survivants avec des pertes 

de capacités auditives ou neurologiques (Engelen-Lee et al. 2016). 

Septicémie : 

 La septicémie est le stade d'une infection au cours duquel les bactéries se propagent par voie 

sanguine dans l'organisme. Elle peut partir d'un foyer infectieux comme une pneumonie. Si elle n'est 

pas détectée et traitée rapidement, elle peut engendrer un choc septique avec d'importantes lésions 

d'organes et entraîner la mort du patient (WHO 2019; Gaieski et al. 2013; Yuste et al. 2005). Il a été 

estimé par l'organisation mondiale de la santé que la combinaison de la septicémie et des méningites 

cause plus de mort d'enfants de moins de 5 ans que la malaria (WHO 2018). Ainsi, la septicémie est la 

maladie pneumococcale avec le plus haut taux de mortalité, soit environ 20% (Backhaus et al. 2016). 

I.4 Facteurs de virulence et mécanismes liés à la pathogénicité 

 Comme nous l'avons vu précédemment, S. pneumoniae est présent chez de nombreux 

individus sans pour autant déclarer de pathologie (section I). Les mécanismes de transmission et de 

virulence de cette bactérie sont décrits en détails dans la revue réalisée par Weiser et al. (Jeffrey N 

Weiser, Ferreira, and Paton 2018). Dans les sections suivantes, nous allons reprendre les principaux 

éléments permettant la transmission et mettre en lumière les principaux facteurs de virulence lors 

des étapes de colonisation et d'invasion qui seront également répertoriés au sein du Tableau 9, 

(présenté à la fin de cette section). Notons que malgré les nombreux mécanismes de virulence 

impliqués, cette bactérie conduit au développement de pathologies principalement dans le cas de 

systèmes immunitaires faibles ou affaiblit et donc semble être plutôt un pathogène opportuniste.  

I.4.1 Mécanisme de transmission  

 La transmission de S. pneumoniae se réalise par son inhalation au sein de gouttelettes sous 

forme d'aérosols ou par des contacts rapprochés avec des sécrétions ou des surfaces contaminées 

par des individus porteurs (Jeffrey N Weiser, Ferreira, and Paton 2018). En effet, cette bactérie peut 

survivre et même croître au sein de sécrétions salivaires (Verhagen et al. 2014) mais aussi survivre à 

la dessiccation, et former des biofilms, ce qui lui permet de résister à des conditions 

environnementales hostiles tout en conservant ses capacités de colonisation (Marks, Reddinger, and 

Hakansson 2014; Walsh and Camilli 2011). Par ailleurs, au cours de l'année cette transmission est 

plus fréquente pendant les mois les plus secs et froids (automne et hiver) où une transmission sera 

également plus fréquemment associée à une infection virale (Hartzell, Oster, and Gaydos 2003; 

Numminen et al. 2015). En effet, l'infection par le virus de la grippe ainsi que l'inflammation sont des 

facteurs qui favorisent la transmission (Diavatopoulos et al. 2010; Short et al. 2012). De plus, 

l'expression d'une toxine inflammatoire de S. pneumoniae, la pneumolysine (Ply), a été montrée 

comme indispensable pour permettre cette transmission (Zafar et al. 2017). Une fois le nouvel hôte 

colonisé, la bactérie va alors pouvoir se développer localement ou de façon plus invasive générant 

ainsi les maladies pneumococcales décrites précédemment (Figure 35, section I.3). 
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Figure 35: Transmission et propagation de Streptococcus pneumoniae. 
La transmission de S. pneumoniae va s'effectuer à partir d'aérosols qui vont conduire à une colonisation du nasopharynx, qui 
peut rester asymptomatique, ou se propager vers d'autres organes dont notamment l'oreille, générant ainsi une otite, ou les 
poumons entrainant une pneumonie. L'infection du sang (septicémie) peut être issue d'une infection directe par le 
nasopharynx ou à partir d'une infection pulmonaire. Quant à l'infection des méninges du cerveau, elle s'effectue 
généralement à partir d'une infection du sang. Image extraite de la publication de (Henriques-Normark and Tuomanen 
2013) 

I.4.2 Etapes de colonisation et d'invasion : les différents facteurs de virulence 

 Nous allons détailler ici les principaux facteurs de virulence selon le stade d'infection 

(Tableau 9). Ces facteurs sont des composants exprimés par S. pneumoniae qui lui permettent de 

coloniser le nasopharynx mais également d'échapper ou d'inhiber le système immunitaire.  

I.4.2.1 Capsule polysaccharidique 

 Comme nous l'avons vu précédemment (section I.1.1), la capsule constitue la couche la plus 

externe de la bactérie et est de composition très variable selon les sérotypes. Il s'agit du principal 

facteur de virulence de S. pneumoniae.  En effet, il a par exemple été montré que la digestion 

enzymatique de la capsule du sérotype 3 diminuait sa virulence d'un facteur de plus d'un million 

(Oswald T. Avery and Dubos 1931). Cette capsule va avoir un rôle important dès les premiers stades 

de l'infection. 

 En effet, un mucus tapisse la face externe du système respiratoire. Il est composé 

essentiellement d'eau, de polysaccharides et de protéines fortement glycosylées (les mucines). Il a 

pour rôle principal l'hydratation du système respiratoire mais il constitue également la première 

barrière lors de l'étape de colonisation (Bakshani et al. 2018). Ce mucus va empêcher les bactéries de 

se lier aux cellules épithéliales en les piégeant dans un réseau visqueux élastique non-Newtonien 

(avec notamment une viscosité variable en fonction des battements ciliaires) (Bakshani et al. 2018). 

Cependant, certains sérotypes de S. pneumoniae sont chargés négativement à pH physiologique (de 

par les groupements phosphates plus ou moins accessibles ou la présence de sucres sous la forme 

d'acide uronique). La capsule va alors repousser électrostatiquement le mucus ce qui va lui éviter 

d'être piégée dedans et donc évacuée. De plus, la présence de protéines de liaison aux mucines chez 

la bactérie va favoriser son maintien dans le nasopharynx (Jeffrey N Weiser, Ferreira, and Paton 

2018). 
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 Par ailleurs, la charge de la capsule va aussi lui permettre de repousser électrostatiquement 

les phagocytes également chargés négativement (Y. Li et al. 2013). Les phagocytes interviennent 

dans la réponse immunitaire innée. Ce sont des cellules du système immunitaire qui permettent 

d'éliminer des corps étrangers comme des bactéries. Il s'agit des macrophages, des cellules 

dendritiques et des neutrophiles. Le corps étranger est d'abord internalisé à l'aide de pseudopodes 

(prolongements cytoplasmiques) au sein d'une vacuole de phagocytose, puis il sera dégradé à l'aide 

d'enzymes de dégradation issues du lysosome. Les corps étrangers peuvent être reconnus selon deux 

mécanismes : i) directement par une interaction grâce aux récepteurs PRR (Pathern Recognition 

Recepteurs) des phagocytes qui reconnaissent les PAMP (Pathogènes Associated Molecular Patern) 

comme des lipopolysaccharides bactériens, ou ii) indirectement grâce aux opsonines (on parle alors 

d'opsonophagocytose), tels que des anticorps ou le facteur du complément C3b (Gregoriadis et al. 

1992). Cependant, la phagocytose est également limitée par la présence de la capsule qui crée une 

barrière physique empêchant la fixation des anticorps spécifiques à la paroi bactérienne ainsi que la 

fixation des phagocytes au complément C3b qui se serait éventuellement fixé (Rieux 2002; Hyams, 

Camberlein, et al. 2010). De plus, la capsule forme également un écran protecteur contre les 

éventuels anticorps dirigés contre des protéines de surface ou contre des peptides antimicrobiens 

présents dans le nasopharynx (Rieux 2002; Habets, Rozen, and Brockhurst 2012). 

 Bien que le rôle de la charge semble important, certaines capsules ne sont pas chargées 

négativement. Par exemple les capsules des sérotypes 7A, 7F, 33F, 33A et 37 sont neutres et la 

capsule du sérotype 1 est zwitterionique (porte à la fois des charges négatives par des acides 

glycuroniques (GalpA) et des charges positives par les groupements amines du 2-acetamido-4-amino-

2,4,6-trideoxygalactose (AATGalp)) (Tableau 8). Quant au sérotype 14, sa structure est moins soluble 

et formerait plutôt un gel plus imperméable, ce qui pourrait expliquer sa forte capacité d'invasion 

(Geno et al. 2015). La charge n'est donc probablement pas le seul mécanisme d'interaction entre la 

capsule et l'hôte (Geno et al. 2015).   

 

Tableau 8: Exemple de composition de capsules non chargées négativement 
AATGal, 2-acetamido-4-amino-2,4,6-trideoxy-d-galactose; Ac, acetate; Gal, galactose; GalA, galacturonic acid; GalN, 
Galactosamine; GalNAc, N-acetylgalactosamine; Glc, glucose; GlcA, glucuronic acid; GlcN, glucosamine; GlcNAc, N-
acetylglucosamine; P, phosphate; Rha, rhamnose; Rib, ribose; Rib-ol, ribitol; f, furanose; p, pyranose. 

Sérotype Composition polysaccharidique 

1  

7A 

 

7F 
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14 

 

33F 

 

33A 

 

37 

 

 

 Par ailleurs, la composition très variable de la capsule lui permet de limiter la sensibilité de S. 

pneumoniae face au système immunitaire. En effet, cette variabilité impose à l'organisme hôte de 

produire des anticorps spécifiques pour chaque sérotype mais impacte également l'efficacité du 

dépôt du complément (Rieux 2002; Hyams, Yuste, et al. 2010). De plus, des phénomènes de 

séroconversions ont été observés in vivo, c'est à dire le changement d'un sérotype en un autre au 

niveau d'une souche (Nesin, Ramirez, and Tomasz 1998). Cela pourrait s'expliquer par des mutations 

simples qui différencient certains sérotypes ou par la compétence à la transformation naturelle de 

Streptococcus pneumoniae, c'est à dire sa capacité à échanger des fragments d'ADN avec des 

bactéries voisines issues d'autres sérotypes ou même de bactéries phylogénétiquement voisines 

telles que Streptococcus mitis et Streptococcus oralis (Chaguza, Cornick, and Everett 2015). 

I.4.2.2 Autres facteurs de virulence des premiers stades d'infection (mucus) 

 Au niveau du mucus, d'autres composants sont présents pour faciliter l'élimination de 

pathogènes tels que les anticorps (essentiellement des IgA1), le lysozyme ou la lactoferrine (Bakshani 

et al. 2018). Cependant, S. pneumoniae peut échapper aux IgA1 grâce à l'expression de ZmpA, une 

protéase spécifique qui induit leur dégradation (Janoff et al. 2014). L'expression d'IgG grâce à des 

stratégies vaccinales permet de contourner ce problème car les IgG ne sont pas sensibles à cette 

dégradation (section II.2.4). Par ailleurs, une déacétylase (PgdA) ainsi qu'une O-acétyltransférase 

(Adr), deux enzymes produites par S. pneumoniae, permettraient de réduire la sensibilité de la paroi 

bactérienne à la dégradation par le lysozyme en réduisant son degré d'acétylation au niveau des 

glycosamines et en augmentant celui de l'acide N-neuraminique (Davis et al. 2008). Quant à la 

lactoferrine, c'est une glycoprotéine qui se lie au fer, le rendant moins disponible pour les 

pathogènes. Cependant, les protéines PspA et PspC (aussi appelé CbpA) exprimées à la surface par S. 

pneumoniae peuvent se lier à la lactoferrine pour récupérer ce fer (Shaper et al. 2004). De plus, ces 

protéines ont également d'autres rôles favorisant la virulence. Ainsi, PspC agit en tant qu'adhésine 

pour se lier aux cellules hôtes par sa capacité de liaison à un récepteur d'immunoglobuline (R. 
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Anderson and Feldman 2011). De plus, PspA inhibe le dépôt du complément, limitant l'élimination de 

la bactérie par opsonophagocytose (Rieux 2002).  

 Par ailleurs, la neuraminidase (NanA) ainsi que d’autres enzymes de dégradation des glycanes 

(par exemple BgaA, StrH, EndoD, SpGH92, et NgtS) ont également un rôle important lors des 

premiers stades de colonisation (Robb et al. 2017). En effet, celles-ci vont à la fois permettre la 

progression de la bactérie au sein du mucus, grâce à la dégradation des mucines et à l'utilisation des 

glycanes disponibles comme source de carbone, mais également permettre la libération de sites de 

fixations des adhésines bactériennes sur la cellule hôte par dégradation des glycanes du glycocalyx, 

qui pourront également servir de source de carbone (Jeffrey N Weiser, Ferreira, and Paton 2018). De 

plus, les domaines de fixations aux sucres (CBM) des neuraminidases peuvent aussi agir à la manière 

d'adhésines afin de favoriser la fixation aux cellules de l’hôte (Jeffrey N Weiser, Ferreira, and Paton 

2018).  

I.4.2.3 Les adhésines (adhérence à la couche épithéliale) 

 Derrière cette première barrière composée du mucus se trouvent les cellules épithéliales qui 

forment la couche externe de l'appareil respiratoire de l’hôte. Cet épithélium est formé de cellules 

productrices du mucus ainsi que de cellules ciliées (Figure 36). Les cils vont effectuer des 

mouvements afin d'éliminer les différentes poussières ou corps à éliminer au sein du mucus. C'est 

également cet épithélium qui sécrète les molécules défensives tels que les IgA, le lysozyme, ainsi que 

les peptides antimicrobiens permettant de lutter contre des pathogènes. De plus, des jonctions 

serrées sont présentes entre les cellules épithéliales afin de rendre cette couche imperméable à 

l'entrée de pathogènes extérieurs (Coraux et al. 2005). L'endommagement de cette couche 

épithéliale par d'autres agents infectieux tels que le virus de la grippe peut ainsi faciliter la 

pénétration de S. pneumoniae dans les tissus (Wren et al. 2014). 

 
Figure 36: Histologie de l'épithélium respiratoire 

Il est composé de cellules ciliées qui vont permettre l'évacuation de poussières ou d'éléments étrangers à éliminer, et de 
cellules productrices de mucus ainsi que d'autres éléments défensifs (IgA, lysozyme, peptides anti-microbiens). Les cellules 
sont maintenues entre elles grâce à des jonctions serrées. La membrane basale définit la limite de l'épithélium. Image 
extraite de la thèse de Leman Raphaël (Leman 2014). 

 

 La bactérie pathogène peut adhérer aux cellules hôtes lors d'une phase de l'infection appelée 

colonisation. Cette adhérence va se réaliser par le biais de protéines bactériennes membranaires : les 

adhésines. De nombreux facteurs vont alors être exprimés par la bactérie lors de l'adhésion. De plus, 

au cours de ce stade, la capsule sera moins exprimée et aura donc une épaisseur plus faible, ce qui 

devrait permettre d'augmenter l'accessibilité des adhésines (Figure 37). Ces adhésines vont alors 

interagir avec des cibles protéiques ou glycosydiques au niveau des cellules épithéliales. Ainsi, la PsaA 
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(Pneumoccocal surface adhesin A) se lie aux cadhérines humaines, la PspC (Pneumoccocal Surface 

protéine C) à un récepteur à la surface des cellules épithéliales (pIgR), la protéine pCho (phosphatidyl 

Choline binding) se lie au facteur PaFr. Certaines adhésines sont présentes à l'extrémité de pili 

(section I.1.2), c'est le cas notamment des protéines du pili RrgA, RrgB, RrgC qui reconnaissent 

différentes structures saccharidiques du glycocalyx à la surface des cellules cibles. Ces protéines 

peuvent également avoir des fonctions additionnelles. Par exemple la PsaA est un transporteur de la 

famille ABC qui intervient dans l'absorption du manganèse. Les protéines RrgA, RrgB, RrgC sont 

également impliquées dans la formation de biofilm ce qui favorise la résistance de S. pneumoniae 

(Jeffrey N Weiser, Ferreira, and Paton 2018; Rieux 2002).  

 
Figure 37: Colonisation de l'épithélium par Streptococcus pneumoniae  

A) phase de passage au sein du mucus B) Phase de colonisation par adhérence cellulaire. Nous pouvons remarquer que la 
capsule polysaccharidique est moins abondante, ce qui permet une présentation des adhésines à la surface afin de favoriser 
l'adhérence à la cellule cible. Image extraite de la publication (Bergmann and Hammerschmidt 2006). 

I.4.2.4 La pneumolysine et autres facteurs (passage de la couche épithéliale)  

 La pneumolysine est un facteur de virulence important de S. pneumoniae. C'est une protéine 

cytotoxique synthétisée par la bactérie qui est libérée lorsque celle-ci est détruite. Elle va alors 

interagir avec le cholestérol et la membrane plasmique et induire la formation de pores (Figure 38). 

Leur nombre trop important va alors entraîner la lyse de la cellule eucaryote (Hirst et al. 2004). De 

plus, elle peut également endommager l'épithélium par la séparation des jonctions serrées, rendant 

ainsi l'épithélium perméable au passage de bactéries entre les cellules (Hirst et al. 2004). 
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Figure 38: Formation d'un pore par la pneumolysine 

Etape 1: la pneumonlysine soluble se lie à des zones de la membrane riches en cholestérols, et SM, Etape 2: différentes 
unités de pneumolysine s'assemblent entre elles, Etape 3: Formation d'arc ou de cercles, Etape 4: Transition en un pore actif, 
Etape 5: Pore. Image adaptée à partir de la publication de (Drücker et al. 2018). 

 

 Cette protéine a également d'autres rôles dans la virulence de S. pneumoniae. Elle va 

notamment inhiber les mouvements des cellules ciliées de l’hôte qui permettent l'élimination de 

corps étrangers au niveau du mucus. Elle va aussi stimuler la production de cytokines inflammatoires, 

inhiber la prolifération des cellules lymphocytaires T, et diminuer l'activité bactéricide des 

neutrophiles. De plus, elle va activer le complément en lui permettant de se fixer au fragment 

constant (Fc) des IgG ce qui va donc réduire l'activité du complément au sein du sérum (Hirst et al. 

2004).  

 

 Des dommages de la couche épithéliale peuvent également être générés par la production 

de peroxyde d’hydrogène (H2O2) par de protéines pneumococcales comme SpxB et GlpO (Jeffrey N 

Weiser, Ferreira, and Paton 2018). En effet, l'H2O2 va générer un stress oxydatif par la production 

d'espèces réactives de l'oxygène ce qui va fragiliser les cellules eucaryotes, voire causer la mort 

cellulaire. De plus, ces espèces réactives vont limiter la compétition de S. pneumoniae avec d'autres 

bactéries ne possédant pas de catalases qui permettent de dégrader l'H2O2. 

I.4.2.5 Autres facteurs de virulence aux stades infectieux avancés 

 Le passage de la couche épithéliale peut se réaliser par passage entre des cellules 

endommagées mais également par la liaison entre la protéine ChoP exprimée par la bactérie et deux 

récepteurs de l’hôte, le PAFR (Platelet Activating Factor Receptor) ou le PIGR (Polymeric 

Immunoglobulin Receptor), qui permettent à la bactérie d'utiliser le système d'endocytose de la 

cellule eucaryote pour se créer un passage à travers les différents tissus cellulaires (Jeffrey N Weiser, 

Ferreira, and Paton 2018).  

 Une fois que S. pneumoniae aura passé les barrières défensives de l'organisme, la bactérie 

doit s'adapter à un nouveau microenvironnement par l'expression de différents facteurs. Par 

exemple, le manque d'ions Manganèse ou Zinc impliquera la plus forte expression de protéines du 

groupe des transporteurs ABC comme PsaA ou PiuA. La production de la capsule est également 

fortement induite, ce qui permettrait de limiter l’élimination de la bactérie par le système 

immunitaire d'après les mêmes mécanismes que ceux présentés précédemment. 

 Les principaux facteurs de virulence que nous avons présentés ci-dessus sont répertoriés au 

sein du Tableau 9 suivant.  
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Tableau 9: Présentation des principaux facteurs de virulence 

Facteur de virulence Modes d'action 

Capsule -Limite l'empêtrement au sein du mucus 
-Limite la phagocytose 
-Limite le dépôt du complément et donc l'ospsonophagocytose 
-Barrière physique contre des anticorps ou des peptides antimicrobiens 
-Variabilité et possible changement de sérotype pour échapper à la réponse 
immunitaire 

Protéase ZmpA -dégrade les IgA1 

Déacétylase PgdA -déacétyle la paroi (au niveau des glucosamines) entrainant une baisse de la 
reconnaissance de la paroi par le lysozyme 

O-acétyltransférase -acétyle l'acide N-neuraminique entrainant une baisse de la reconnaissance 
de la paroi par le lysozyme 

Protéine PspA -liaison à la lactoferrine (qui piège le fer) 
-inhibition du dépôt du complément et donc de l'opsonophagocytose 

Protéine PspC  -Liaison à la lactoferrine (qui piège le fer) 
-Adhésine : liaison à la cellule hôte (récepteur d'immunoglobuline) 

Neuraminidases et 
autres 
glycosylhydrolases 
 
(ex. NanA, BgaA, 
EndoD) 

-Dégradation des mucines (motifs glycosylés) et donc facilitation de la 
progression au sein du mucus 
-Dégradation du glycocalyx des cellules hôtes, favorisant ainsi la liaison des 
adhésines aux cellules épithéliales cibles 
-Fixation à l'aide de domaines lectiniques qui agissent comme des adhésines 

Adhésines  
(ex. PsaA, PspA, 
PspC, RrgA, RrgB, 
RrgC) 

-Fixation aux cellules hôtes par le biais de différentes cibles (protéiques, 
glycanes) 

Pneumolysine -formation de pore entrainant la lyse des cellules épithéliales  
-séparation des jonctions serrées et donc perméabilité de l'épithélium 
-inhibition mouvements ciliaires, donc baisse de l'élimination par le mucus 
-stimulation de production de cytokines 
-inhibition de la prolifération des lymphocytes T 
-baisse de l'activité des neutrophiles 
-activation du complément par sa liaison au Fc des IgG (donc baisse de son 
activité au sein du sérum) 

SpxB et GlpO -production de H2O2, entrainant des dommages cellulaires 

ChoP -utilisation du système d'endocytose pour pénétrer au sein des tissus 

 

II. Moyens de luttes contre Streptococcus pneumoniae 
  

II.1 Traitement à l'aide d'antibiotiques 

 Actuellement pour lutter contre une infection due à S. pneumoniae, le traitement consiste en 

l'utilisation d'antibiotiques. Il s’agit de molécules issues de champignons ou de plantes qui leur 

permettent de lutter contre les organismes environnants. Ils agissent en bloquant des systèmes 

biologiques essentiels à la survie ou au développement cellulaire comme : i) inhibition de la synthèse 

de la paroi bactérienne, ii) inhibition de la synthèse de la membrane cytoplasmique, iii) inhibition de 

la synthèse protéique, iv) inhibition de la synthèse de l'ADN (Figure 39). Les antibiotiques ont ainsi un 
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effet toxique qui entraîne l'arrêt de la prolifération cellulaire dans le cas d'antibiotiques dits 

"bactériostatiques" ou la mort cellulaire dans le cas d'antibiotiques dits "bactéricides" (Prasad 

Chakraborty, Pramanik, and Roy 2012). 

 

 
Figure 39: Schéma présentant les mécanismes d'action des principaux antibiotiques. 

Les antibiotiques bloquent des mécanismes biologiques essentiels pour la survie ou la croissance de la bactérie. Ainsi, des 
antibiotiques bloquent la voie de synthèse de la paroi, de la membrane, de la synthèse protéique ou nucléotidique ou encore 
la synthèse de métabolites clés. Figure adaptée à partir de la publication (Prasad Chakraborty, Pramanik, and Roy 2012). 

 

 Cependant, S. pneumoniae développe de plus en plus de résistances aux antibiotiques. Ainsi 

la pénicilline a été initialement très utilisée en tant que traitement depuis les années 1940, mais une 

première souche résistante de S. pneumoniae a été isolée en 1967 (Tomasz 1997; Appelbaum 2002). 

Par la suite, des cas de multirésistance ont été répertoriés à partir de 1977 (R. R. Reinert et al. 2005). 

Une résistance aux antibiotiques est définie par une concentration minimale inhibitrice (CMI). Plus 

cette concentration est élevée, plus la souche est résistante. Ainsi, on différencie des souches ayant 

une résistance de niveau bas, de niveau intermédiaire, ou de niveau élevé. Plusieurs mécanismes 

sont impliqués dans la résistance de S. pneumoniae aux antibiotiques et sont développés dans le 

Tableau 10 ci-dessous (Cherazard et al. 2017; Varon and Gutmann 2004). Il s'agit le plus souvent de 

mutations génétiques altérant l'affinité de l'antibiotique à sa cible, ou à des modifications de son 

transport par augmentation de l'imperméabilité de la membrane ou par son transport actif vers 

l'extérieur. De plus, le développement de résistance chez S. pneumoniae est favorisé grâce à sa 

capacité à réaliser du transfert de gènes horizontal avec d'autres sérotypes ou avec d'autres souches 

commensales du microbiote du rhinopharynx telles que Streptococcus mitis et Streptococcus oralis 

(Chaguza, Cornick, and Everett 2015). De plus, cette capacité est amplifiée sous l'influence d'un stress 

tel que l'utilisation d'antibiotiques (Prudhomme et al. 2006; Hiller et al. 2010). Ainsi, en 2017 S. 

pneumoniae a été classée par l'agence mondiale de la santé comme un des 12 pathogènes contre 

lesquels il est nécessaire de développer rapidement des nouveaux antibiotiques afin de pouvoir 

lutter efficacement contre les infections causées par cette bactérie (WHO 2017). 

 

 



83 
 

  

 
Tableau 10: Mécanismes de résistance aux antibiotiques développés par S. pneumoniae.  
Le pourcentage de résistance correspond à la prévalence aux Etats-Unis jusqu'en 2017 (Cherazard et al. 2017).  

Antibiotique Mécanisme d'action % Résistance Mécanisme de résistance 

Béta-lactames 
(ex. Pénicilline, 
Cefuroxime) 

Inhibition de la synthèse de la paroi 
bactérienne par interaction avec les 
Protéines de Liaison à la Pénicilline 
(PLP) 

Pénicillines 
 -PCN V: 41,8%  
 -PCN G: 13,8% 
Cephalosporines 
<1% -29,9% 
Imipénème 
23,3% 

Mutations génétiques (par 
recombinaison ou par 
mutations ponctuelles) des 
cibles (PLP) qui entrainent 
une baisse de l'affinité de 
l'antibiotique 

Macrolides 
(ex. Erythromycine, 
Azithromycine) 

Inhibition de la synthèse protéique 
par fixation au ribosome (unité 50S) 

20-40% Modification génétique de la 
cible (gène ermB), 
modification du transport de 
l'antibiotique (par efflux), et 
modification de 
l'antibiotique 

Lincosamides 
(ex. Clindamycine) 

Inhibition de la synthèse protéique 
par fixation au ribosome (unité 50S) 

21,8% Modification génétique de la 
cible (gène ermB) 

Fluoroquinolones 
(ex. Cyprofloxacine) 

Inhibition de la réplication d'ADN par 
fixation aux extrémités de l'ADN 
empêchant leur assemblage 

<1-2% Mutagénèse de la cible 
(topo-isomérase IV ou 
gyrase), ou augmentation de 
l'efflux de l'antibiotique 

Tetracyclines 
(ex: Doxycycline) 

Inhibition de la synthèse protéique, 
empêchement de la fixation de l'ARNt 
amino acylé dans le site A du 
ribosome (étape d'élongation) 

25,9% Détachement de 
l'antibiotique lié au ribosome 
par des protéines dites 
"Protéines protectrices du 
ribosome", principalement 
Tet(M) et Tet(O) 

Trimethoprim et 
Sulfamethoxazoles (TMP-
SMX) 

Inhibition de la synthèse 
nucléotidique par le blocage de la 
voie de synthèse des folates par effet 
synergique de TMP et SMX. 
SMX inhibe l'enzyme Dihydropteroate 
synthetase (DHPS) et TMP inhibe 
l'étape métabolique suivante réalisée 
par la dihydrofolate reductase (DHFR) 

25-45% Mutagénèse au niveau de la 
cible réduisant l'affinité de 
l'antibiotique. 
TMP : simple substitution au 
sein du gène DHFR. 
SMX : mutation dans le gène 
chromosomique de DHPS.  

 

 Tous les sérotypes de S. pneumoniae n'ont pas développé le même degré de résistance aux 

antibiotiques. Cependant, la distribution des différents sérotypes varie selon le portage et l'invasivité 

des souches. Cette différence dans les profils de résistance selon les sérotypes peut donc être due à 

différents facteurs. Par exemple, la colonisation est plus importante et plus longue chez les enfants 

qui sont également plus susceptibles d'être exposés à des antibiotiques et donc de développer des 

résistances. Ainsi, les sérotypes les plus courant chez les enfants et ayant le plus fort taux de portage 

sont ceux pour lesquels on retrouve le plus de résistances aux antibiotiques (Song et al. 2012). Il 

s’agit des sérotypes 6B, 9V, 14, 19F, 23F, 6A et 19A. Nous pouvons voir sur la Figure 40 un graphique 

présentant les pourcentages de résistance des souches selon l'antibiotique et selon le sérotype. 

Comme nous pouvons le voir sur cette figure, les sérotypes 14 et 19F sont ceux qui présentent le plus 

de résistance, avec 46% de souches multirésistantes pour le sérotype 14 et 17% pour le sérotype 19F 

(Stacevičiene et al. 2016). Cependant, ces données concernaient des enfants n'ayant pas été vaccinés 

et les stratégies vaccinales que nous allons voir dans les sections suivantes (II.2) ont eu tendance à 

faire baisser la circulation des sérotypes portant des résistances aux antibiotiques, et donc à modifier 

ces profils. 
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Figure 40: Profils de résistance et de multirésistance aux antibiotiques selon le sérotype 
Ce graphique est extrait de la publication de (Stacevičiene et al. 2016) qui traite de données épidémiologiques sur des 
enfants (avant scolarisation et avant l'utilisation du vaccin chez les enfants) en Lituanie sur la période Fév-2012/Mars-2013. 
  

Développer des stratégies alternatives aux antibiotiques contre S. pneumoniae est donc 

essentiel, c’est dans ce contexte de développement de résistance que les vaccins contre S. 

pneumoniae  ont leur importance. Plusieurs types de vaccins ont été développés et sont détaillées 

dans les sections suivantes. 

II.2 Prévention à l'aide de Vaccins  

II.2.1 Rappels sur le fonctionnement des vaccins  

Globalement, les vaccins consistent à exposer l’organisme à un antigène qui procèdera à une 

simulation d’infection, ce qui permettra à l’organisme de mieux combattre le pathogène lors 

d’expositions ultérieures. L’antigène peut être d’origines diverses (protéique, saccharidique, 

organismes entiers atténués) et sera reconnu par le système immunitaire qui en conservera alors une 

mémoire permettant une réaction secondaire plus rapide, plus importante et plus spécifique lors 

d’une infection future. La réponse sera donc spécifique de l'antigène contenu dans le vaccin. Il doit 

donc être choisi avec précaution pour permettre une élimination efficace du pathogène par la 

réponse secondaire.  

Au niveau biologique, plusieurs cellules du système immunitaire vont être impliquées dans le 

processus de vaccination (Figure 41). Au niveau de l'antigène, des structures appelées épitopes vont 

être reconnues par des récepteurs présents au niveau du système immunitaire. Ces épitopes peuvent 

être linéaires ou structuraux. Dans le cas d'épitopes structuraux, leur conformation spatiale sera 

importante pour la stimulation du système immunitaire. Deux types d'épitopes vont alors avoir un 

rôle très spécifique : les épitopes B et les épitopes T. Les épitopes B sont des épitopes généralement 

structuraux et exposés au solvant, qui vont être reconnus par les lymhocytes B et contre lesquels des 

anticorps seront in fine générés. De plus, la reconnaissance de ces épitopes antigéniques par des 

cellules présentatrices d'antigène (CPA) (macrophage, cellule dendritique ou lymphocyte B) va 

entraîner l'internalisation de l'antigène. Des fragments de cet antigène seront présentés à des 

lymphocytes T auxiliaires au niveau d'un récepteur membranaire (le complexe majeur 

d'histocompatibilité de type II, CMHII). Ces fragments présentés au niveau du CMHII sont appelés 

épitopes T. Différents outils de prédictions ont été développés pour les identifier (Sanchez-Trincado, 

Gomez-Perosanz, and Reche 2017). Ce sont des épitopes généralement linéaires, de 9 à 22 acides 
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aminés de long, avec un cœur de 9 acides aminés dont des acides aminés clés, appelés ancres, qui se 

lient au niveau du CMHII. Les outils prédictifs doivent également prendre en compte la variabilité du 

CMHII d'une personne à l'autre selon différents types HLA (Human Leukocytes Antigène) (Sanchez-

Trincado, Gomez-Perosanz, and Reche 2017). Une fois l'épitope T reconnu par un lymphocyte T 

auxiliaire, celui-ci a un rôle d'amplification de la réponse immunitaire. En effet, une fois stimulés par 

une CPA, ils vont entraîner la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes afin que ces derniers 

produisent des anticorps pour neutraliser l'antigène. De plus, les CPA vont également amplifier la 

réponse immunitaire par la libération de cytokines et instaurer une réponse mémoire par la 

génération de cellules mémoires de durée de vie plus longue (généralement 5 à 10 ans pour les 

lymphocytes B ou T mémoires).  

Figure 41: Points essentiels du fonctionnement biologique d'un vaccin 
Un antigène est reconnu par une cellule présentatrice d'antigène, qui va l'intégré et en présenter une partie (épitope T) à un 
lymphocyte T auxiliaire. Celui-ci va déclencher la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes, qui vont produire des 
anticorps, mais aussi amplifier la réponse par la libération de cytokines et induire l'installation d'une réponse mémoire par la 
différenciation des lymphocytes B en lymphocytes B mémoire. Image extraite de  la Revue «Sciences et Avenir» n° 826, parue 
en décembre 2015, page 37 (Lafond 2015). 
 

Lors de la différenciation des lymphocytes B en lymphocytes B mémoires, des phénomènes 

d'épissage alternatif vont conduire à un changement isotopique des anticorps produits. Le 

lymphocyte va alors produire des IgG à la place d'IgM. Les IgM sont caractéristiques d'une réponse 

primaire, ils sont moins spécifiques mais ont une bonne liaison à la cible reconnue par un effet 

d'avidité grâce à leur pentavalence. Les IgG sont donc produits lors d'une réponse secondaire et 

seront plus spécifiques car le lymphocyte stimulé aura subi des hypermutations somatiques 

(essentiellement des substitutions) suivies de sélections sur la cible qui permettent ainsi d'augmenter 

l'affinité contre l'antigène.  

Par ailleurs, la réponse immunitaire au niveau des lymphocytes cytotoxiques, également 

appelés "lymphocytes tueurs", permet d'éliminer les cellules infectées ou modifiées. Cependant, 

cette immunité ne sera pas abordée ici, car elle n'intervient pas dans le cadre de la réponse à S. 

pneumoniae ou des vaccins contre cette bactérie.   

 



86 
 

Plusieurs caractéristiques des vaccins sont importantes, notamment la stabilité globale, la 

nature et la dose de l'antigène, la voie d'introduction du vaccin (sous-cutanée, intra-nasale, 

intradermique), la présence d'adjuvants et leur nature, ainsi que le programme vaccinal (nombre 

d'injection, espacement entre les injections). Ici nous allons uniquement traiter des caractéristiques 

liées à l'antigène. 

 

II.2.2 Bref historique des vaccins pour Streptococcus pneumoniae  

Après la découverte de S. pneumoniae en 1880 par Pasteur et Stenberg, différentes études 

ont mené en 1911 au développement du premier vaccin anti-pneumoccique basé sur des bactéries 

de pneumocoque entières tuées. Par la suite, la découverte du premier antibiotique par Fleming en 

1928 et le développement de cette thérapie a ralenti l'intérêt des recherches sur ces vaccins. 

Cependant, avec l'apparition grandissante de souches résistantes, l'importance des vaccins a été 

reconsidérée. En 1916, Avery et Dochez avaient isolé pour la première fois des polysaccharides 

capsulaires de S. pneumoniae. Puis, dans les années 1930, les capsules saccharidiques ont été 

identifiées comme un facteur de virulence important et leur spécificité selon la souche a été 

également mise en lumière par l’absence de réactivité croisée de sérums selon le sérotype ciblé. La 

capsule ayant un rôle critique pour la réponse immunitaire, diverses recherches ont in fine mené en 

1977 au développement du premier vaccin composé de polysaccharides capsulaires, qui était alors 

composé de polysaccharides issus de 14 sérotypes différents. Ce nombre a par la suite pu être 

augmenté à 17 en 1980, et enfin 23 en 1983. Ce vaccin polysaccharidique de valence 23 est encore 

utilisé de nos jours. Cependant, à cause de ses limitations d'application, des vaccins composés de 

polysaccharides capsulaires conjugués à des protéines ont été développés, avec tout d'abord un 

vaccin conjugué contenant 7 sérotypes mis sur le marché en 2000. Par la suite, la valence de ces 

vaccins conjugués a également été augmentée avec un vaccin contenant 10 sérotypes sorti en 2009 

et un autre contenant 13 sérotypes sorti en 2010 (Frise chronologique Figure 42) (Butler, Shapiro, 

and Carlone 1999; Grabenstein and Klugman 2012). 

 
Figure 42: Frise chronologique présentant les différents types de vaccins développés contre Streptococcus pneumoniae 

 

 Dans les sections suivantes, nous allons essentiellement nous focaliser sur les vaccins encore 

actuellement utilisés et recommandés en France : le vaccin polysaccharidique de valence 23 

(Pneumovax®) et le vaccin glycoconjugué de valence 13 (PCV13, Prevenar13®).   
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II.2.3 Les vaccins polysaccharidiques : Pneumovax® 

II.2.1.1 Composition 

 Le vaccin Pneumovax® est commercialisé par le laboratoire MSD Vaccins et est composé de 

25µg de différents polysaccharides capsulaires issus de 23 sérotypes de S. pneumoniae (25µg/pour 

chaque sérotype). Il s'agit des sérotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 

18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F et 33F. L'administration de ce vaccin s'effectue par injection sous-cutanée 

ou intramusculaire (HCSP 2018).  

II.2.1.2 Méthodes pour produire les polysaccharides capsulaires  

 Comme nous l'avons vu précédemment (section I.1.1), la capsule est un polysaccharide de 

haut poids moléculaire, constituée d'unités saccharidiques répétées. In vivo, la capsule est 

rapidement et fortement produite durant la phase exponentielle de croissance de la bactérie. Les 

gènes de production des capsules cps sont organisés en cassette (Geno et al. 2015). Deux 

mécanismes de synthèse de la capsule ont été identifiés chez S. pneumoniae : i) la voie dépendante à 

Wzy et ii) la voie dépendante à une synthase (Aanensen et al. 2007; Geno et al. 2015). La voie 

dépendante à Wzy est la plus représentée parmi les différents sérotypes, et la voie dépendante à une 

synthase est présente chez les sérotypes 3 et 37. De manière générale, ces mécanismes consistent en 

la production des unités répétées d'oligosaccharides reliées à un phospholipide sur la face 

intracellulaire puis à leur exportation sur la face externe de la membrane et à leur transfert 

directement au niveau de la paroi ou par l'intermédiaire de protéine ou de lipides. La capsule y est 

reliée par une liaison entre l'extrémité réductrice du glucose de la capsule et les résidus N-

acétylglucosamine pour la paroi (Larson and Yother 2017). Le mécanisme dépendant de la synthase 

se réalise à l'aide d'une seule enzyme tandis que le mécanisme dépendant de Wzy est réalisé à l'aide 

d'une série d'enzymes (Figure 43 et Figure 44).    

  
Figure 43: Mécanismes de biosynthèse de la capsule. 

A) Mécanisme Wzy dépendant : (1-2) la biosynthèse commence par le transfert de l'UDP-glucose sur un lipide-phosphate de 
la membrane interne, (3) les autres unités saccharidiques sont ajoutées séquentiellement par des glycosyltransférases, (4) le 
complexe est ensuite transféré de l'autre côté de la membrane par une flippase Wzx puis (5-6) le complexe est transféré sur 
la paroi formée de peptidoglycane. (image extraite de la publication (Aanensen et al. 2007)) 
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Figure 44: Mécanismes de biosynthèse de la capsule. 

B) mécanisme synthase dépendant : (1) la synthase Cps3S commence la synthèse par le transfert de glucose à partir d'UDP-
glucose sur un lipide phosphate de la membrane interne, (2-3) les autres unités saccharidiques dont des acides 
glucoroniques sont ajoutés séquentiellement à partir d'UDP-acide-glucoronique, jusqu'à la formation de l'octosaccharide, (4) 
celui-ci est ensuite transféré par la Cps3S sur la face externe de la membrane où la longueur du polysaccharide est encore 
augmentée (image extraite de la publication (Geno et al. 2015)).  

 

 Différentes méthodes de purification de ces capsules ont été développées en se basant sur 

des précipitations fractionnées, des traitements par des protéases et nucléases, différentes 

techniques chromatographiques (ionique, exclusion stérique, affinité), ainsi que des techniques 

d'ultrafiltration (Morais, Dee, and Suárez 2018). Les contaminants principaux sont des protéines, des 

nucléotides, et des sucres composant la paroi. Plusieurs brevets ont été déposés par différentes 

compagnies dont les entreprises Merck et l'Institut Mérieux afin de protéger les méthodes utilisées 

en production (Morais, Dee, and Suárez 2018). Les polysaccharides capsulaires ayant été purifiés à 

partir de cultures bactériennes ne sont cependant pas définis, et des variations peuvent être 

observées entre les différents lots de production (Morais, Dee, and Suárez 2018). 

  

 La synthèse chimique de polysaccharides capsulaires permet d'obtenir des composés plus 

purs. Elle consiste essentiellement en la formation de liaisons glycosidiques stéréosélectives et 

l'utilisation de groupements protecteurs. Cependant, ces méthodes restent difficiles et toutes les 

structures ne sont pas facilement accessibles (Geno et al. 2015). Plusieurs oligosaccharides de 

sérotypes différents ont néanmoins été produits avec succès, ils ont été répertoriés dans la revue 

réalisée par Colombo et al. et quelques exemples sont présentés dans le Tableau 11 (Colombo, 

Pitirollo, and Lay 2018). De plus, le développement d'une méthode pour assembler 

automatiquement des sucres entre eux par l'équipe de Seeberger (Automated glycan assembly, AGA) 

permettrait de faciliter cette synthèse jusqu'alors complexe (Guberman and Seeberger 2019). Cette 

méthode consiste en la réalisation d'une synthèse d'oligosaccharides sur un support solide de 

manière analogue à la synthèse peptidique (Figure 45). La première unité saccharidique est reliée à 

un support par un lien, et les assemblages suivants sont réalisés à partir de sucres ayant des 

fonctions protégées pour éviter les réactions non spécifiques en termes de régiosélectivité et 

stéréosélectivité. Ils sont ensuite déprotégés sur le support et l'opération est répétée jusqu'à 

l'obtention de l'oligosaccharide ciblé. L'oligosaccharide est ensuite récupéré par clivage de son lien 
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avec la résine. Cette méthode a d'ailleurs déjà été utilisée pour la synthèse de polysaccharides 

capsulaires à destination vaccinale contre S. pneumoniae, notamment par la synthèse de quatre 

tétrasaccharides différents du sérotype 8 et de trisaccharides du sérotype 3 (Weishaupt et al. 2016; 

Schumann et al. 2017). Cette méthode n'est cependant pas encore mise au point pour la production 

à très grande échelle lors de procédés de production commerciaux. 

 

Figure 45: Méthode de synthèse automatique d'oligosaccharides 
La première unité saccharidique est reliée à un support par un lien, et les assemblages suivants sont réalisés à partir de 
sucres ayant des fonctions protégées pour éviter les réactions non spécifiques en termes de régiosélectivité et 
stéréosélectivité. Ils sont ensuite déprotégés sur le support et l'opération est répétée jusqu'à l'obtention de l'oligosaccharide 
ciblé. Image extraite de la publication (Guberman and Seeberger 2019) 

 

 La production de ces oligosaccharides doit être représentative d'épitopes qui seront 

reconnus par le système immunitaire. Le choix de ces unités représentatives est donc crucial pour 

leur efficacité biologique. La composition des unités répétées et leurs modifications (puruvate, O-

acétylation, phosphate) sont caractéristiques de chaque sérotype. Mais ce ne sont cependant pas les 

seuls éléments impliqués dans l'épitope reconnu par le système immunitaire. En effet, la capacité 

immunogène d'une seule unité saccharidique n'est donc généralement pas la même qu’une molécule 

constituée de plusieurs unités répétées (Khatun, Stephenson, and Toth 2017). Ainsi, plusieurs études 

se sont ainsi intéressées à la longueur du polysaccharide nécessaire pour conserver la structure 

tridimensionnelle de l'épitope et donc ses caractéristiques immunogènes. Cette longueur optimale 

est ainsi très variable d'un sérotype à l'autre. Par exemple, pour le sérotype 14, un tétrasaccharide 

(<1kDa) serait suffisant pour générer des anticorps permettant l'opsonophagocytose alors que pour 

le sérotype 6B un polysaccharide de minimum 10kDa est nécessaire (Khatun, Stephenson, and Toth 

2017). L'utilisation de polysaccharides synthétiques permet d'étudier ces caractéristiques mais 

apporte également une meilleure stabilité dans la composition des préparations antigéniques. 
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 De nombreuses structures sont donc généralement synthétisées pour un même sérotype et 

testées afin de déterminer celle qui génèrera la meilleure réponse immunitaire (Colombo, Pitirollo, 

and Lay 2018). Les différents oligosaccharides sont ensuite testés lors de vaccination sur des modèles 

murins, puis les titres d'anticorps efficaces contre le polysaccharide natif sont enfin évalués par 

ELISA, SPR ou STD RMN afin de les classer selon leur force d'immunogénicité.  

 Par ailleurs, lorsque l'oligosaccharide est instable en solution ou difficilement synthétisable, il 

est possible d'avoir recours à des mimes structuraux (Ronchi et al. 2013). Ces analogues structuraux 

peuvent également être utilisés pour déterminer les caractéristiques de l'oligosaccharide permettant 

de générer une réponse immunitaire. Par exemple, les polysaccharides zwitterioniques (portant à la 

fois une charge positive et négative) ont des capacités immunogéniques particulières de par leur 

capacité à activer directement les lymphocytes T après leur présentation au niveau du CMHII (Q. 

Zhang et al. 2017). Ainsi, afin de mieux comprendre les caractéristiques de la position de ces charges, 

des analogues du tétrasaccharide issus du sérotype 14 ont été produits (Gragnani et al. 2019). 

Cependant, les différents analogues produits n'ont pas montré de différences significatives (Gragnani 

et al. 2019).  

 
Tableau 11: Exemples d'oligosaccharides représentatifs de différents sérotypes synthétisés 

Sérotype Partie synthétisée Référence 

3 
Hexasaccharide 

β-D-GlcpA-(14)-β-D-Glcp-(13)-β-D-GlcpA-(14)-β-D-Glcp-
(13)-β-D-GlcpA-(14)-β-D-Glcp-(1O-(CH2)3NH2) 

(Lefeber et 
al. 2002) 

9 
 (9A, 9L, 
9V, 9N) 

Trisaccharides 
α-D-Galp-(13)-β-D-ManpNAc-(14)-β-D-Glcp 

et 
α-D-Glcp-(13)-β-D-ManpNAc-(14)-β-D-Glcp 

(Alpe and 
Oscarson 

2002) 

4 

Trisaccharide 
β‐D‐ManpNAc‐(1→3)‐α‐L‐FucpNAc‐(1→3)‐α‐D‐GalpNAc 
β‐D‐ManpNAc‐(1→3)‐α‐L‐FucpNAc‐(1→3)‐α‐D‐GalpNAc-

Pyruvate 

(Pereira et 
al., 2015) 

23F 
Tétrasaccharide 

[glycerol-(2-P→ 3)][α-L-Rhap-(1→2)]-β-D-Galp-(1→4)- β-L-
Rhap-(1→4)-β-D-Glcp-3-aminopropyl 

(K. Yu et al. 
2016) 

12F 
Hexasaccharide 

β-D-GalpNAc-(1→4)-[α-D-Glcp-(1→3)]-β-D-ManpNAcA 
(Seeberger et 

al., 2017) 

19A 
Trisaccharide 

β-D-ManpNAc-(1→4)-α-D-Glcp(1→3)‐Rha 
(Morelli et al. 

2018) 

14 
Tétrasaccharide 

β-D-Galp-(1→4)-β-D-Glcp-(1→6)-[β-D-Galp-(1→4)]-β-D-
GlcpNAc 

(Safari et al. 
2008)  

  

II.2.1.3 Mécanisme d’action des vaccins polysaccharidiques 

 Ces vaccins sont uniquement composés d'antigènes polysaccharidiques qui sont des 

antigènes T-indépendants. La structure formée d'unités répétés les polysaccharides va permettre 

une activation importante des lymphocytes B grâce à un effet d'avidité qui va entraîner une cascade 

de signaux dont l'activation de la Bruton's tyrosine kinase (Btk) et donc la différenciation des 

lymphocytes B en plasmocytes producteurs d'anticorps (Vinuesa, De Lucas, and Cook 2001).  
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 Par ailleurs, de part leur nature T-indépendante, les polysaccharides ne seront pas présentés 

au niveau du complexe d'histocompatibilité de type II (CMHII, section II.2.1) par les CPA. La réponse 

immunitaire ne fera donc pas intervenir les lymphocytes T auxiliaires et il n'y aura pas de production 

de cellules mémoires classiques, ni de maturation de l'affinité par hypermutations somatiques 

(section II.2.1). Des cellules immunitaires spécifiques contre des polysaccharides capsulaires ayant 

une longue durée de vie ont pourtant pu être observées dans la moelle osseuse à la suite d'une 

immunisation par des polysaccharides capsulaires (Taillardet et al. 2009). Ainsi, contrairement à ce 

qui est généralement admis, il s'agit d'un mécanisme attribué à une réponse immunitaire T 

dépendante (Taillardet et al. 2009). Les polysaccharides capsulaires pourraient donc induire une 

réponse non conventionnelle dont le mécanisme n'est pas clairement identifié.  

 De manière générale, la protection générée par un vaccin polysaccharidique n'est pas aussi 

forte que pour un vaccin classique et baisse très fortement après 5 à 7 ans avant d'atteindre un 

niveau nul après 10 ans (Musher et al. 2010; Hammitt et al. 2011). Actuellement, les antigènes des 

polysaccharides capsulaires sont généralement considérés comme ne générant pas de mémoire 

immunogène, et la réponse immunitaire est principalement composée d'IgM. Ces anticorps sont 

spécifiques pour la couche la plus externe de la bactérie et ils sont très efficaces pour son élimination 

en favorisant l'osponophagocytose.  

 

II.2.1.4 Efficacité et limites des vaccins polysaccharidiques 

 Les vaccins polysaccharidiques ont pu démontrer leur efficacité dès le premier vaccin 

polysaccharidique en 1977 lors de tests réalisés chez des travailleurs dans des mines d'or en Afrique 

(Westerink, Schroeder, and Nahm 2012). Il n'a pas d'effet sur le portage mais il est cependant 

efficace contre les maladies invasives, et son taux d'efficacité sur la population globale a été évalué à 

57% aux Etats-Unis, avec des taux supérieurs pour certaines populations à risque (par exemple 75% 

pour les personnes âgées immunocompétentes de plus de 65 ans, 84% pour les personnes ayant un 

diabète de type II, 73% pour les personnes ayant des maladies cardiovasculaires) (Butler et al. 1993; 

Boelsen et al. 2015). En France, il est d'ailleurs recommandé pour les personnes à risque et âgées de 

plus de 2 ans. En effet, il n'est pas efficace chez les jeunes enfants (moins de 2 ans), qui constituent 

malheureusement une part majeure de la population affectée par le pneumocoque (Westerink, 

Schroeder, and Nahm 2012). Il a été supposé que ce manque de réponse chez les jeunes enfants 

envers les antigènes T-indépendants pouvait être lié à une immaturité de la zone splénique 

marginale (lieu de stockage des lymphocytes B mémoires ayant été en contact avec un antigène) ou à 

l'expression plus faible des récepteurs CD21 qui sont impliqués dans la reconnaissance des 

polysaccharides capsulaires par les lymphocytes B (Licciardi et al. 2012). La stratégie la plus courante 

est de convertir les polysaccharides en antigènes T-dépendants par leur greffage sur une protéine 

porteuse, ce qui a entraîné le développement de vaccins glycoconjugués (section II.2.4 suivante). 

II.2.4 Les vaccins glycoconjugués 

II.2.2.1 Composition et schéma vaccinal 

 Le vaccin Prevenar13® est commercialisé par l’entreprise Pfizer et est composé de différents 

polysaccharides capsulaires issus de 13 sérotypes de S. pneumoniae conjugués à une protéine 

porteuse : un mutant non toxique de la toxine diphtérique, la CRM197. Les polysaccharides des 

sérotypes 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, 19A et 23F sont contenus dans ce vaccin. Son 

administration s'effectue par injection sous-cutanée ou intramusculaire. En France, il est 

recommandé pour tous les enfants de moins de 2 ans dont l'administration est préconisée en trois 

temps: à l'âge de deux mois, de 4 mois et de 11 mois. Pour les personnes de plus de 2 ans  

présentant un risque élevé, un schéma vaccinal utilisant une combinaison des vaccins Prevenar13® et 

Pneumovax® est actuellement également recommandée (Tableau 12). Lors de leur utilisation 
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combinée, le vaccin Prevenar13® est toujours administré avant le vaccin Pneumovax® car sinon le 

vaccin Pneumovax® peut baisser l'efficacité de la réponse apportée par le Prevenar13® (HCSP 2018).  

Tableau 12: Schéma vaccinal recommandé en France à partir de 2017  
(PV23 = Pneumovax®; PCV13 = Prevenar13®)(HCSP 2018) 

Enfants de moins de 2 

ans 

Enfants de 2 à 5 ans 

à risque 

Enfant de plus de 5 ans et adultes à risques 

Enfants de moins de 2 

ans sauf cas ci-dessous :  

PCV13 : à 2 mois, 4 mois 

et 11 mois 

PV23 : à 2 ans Immunodéprimés, 

syndrome néphrotique, 

brèche ostéo-méningée, 

implants cochléaires ou 

candidat à l'implantation :  

-si non vaccinés : PCV13 puis 

PV23 (à S8) 

-si vaccinés de plus de 3 ans 

avec PV23 : PCV13 puis 

PV23 (S8) 

Personnes à risque élevé 

(sauf cas précédemment 

cités) : 

PV23 

Prématurés et 

nourrissons à risque : 

PCV13 à 2 mois, 3 mois, 

4 mois et 11 mois 

Si non vaccinés 

précédemment : 

 2 doses de PCV13 (S0, 

S8) puis PV23 (S16) 

 

II.2.2.1 Mécanisme d’action des vaccins glycoconjugués 

 Comme nous l'avons vu précédemment (section II.2.1.3), les polysaccharides capsulaires sont 

des antigènes T-indépendants. Ils ne génèrent donc pas de réponse mémoire classique car ils ne sont 

pas présentés aux lymphocytes T au niveau du CMHII. Cependant, en les greffant à des protéines 

porteuses, ceux-ci sont alors convertis en antigènes T-dépendant par le mécanisme décrit Figure 46 

(Avci et al. 2011). Le lymphocyte B reconnaissant le polysaccharide capsulaire greffé va alors 

internaliser l'antigène et des fragments de la protéine porteuse vont être présentés à la surface au 

niveau du complexe majeur histocompatibilité de type II (CMHII), ce qui va entrainer une stimulation 

des lymphocytes T auxiliaires. Ceux-ci vont donc entraîner l'amplification de la réponse immunitaire 

par libération de cytokines, ainsi que la différenciation des lymphocytes B activés en plasmocytes et 

cellules B mémoires. Les cellules B mémoires seront alors spécifiques du polysaccharide capsulaire 

ayant été reconnu initialement par le lymphocyte B. Ainsi, la réponse immunitaire anti-

polysaccharide est similaire à une réponse classique induite lors d'une vaccination avec un antigène 

T-dépendant (section II.2.1). Il y aura donc une réponse secondaire plus forte, plus spécifique et 

durable. Grâce aux phénomènes de changements isotopiques et d'hypermutations somatiques 

(section II.2.1), les anticorps produits seront donc principalement des IgG ayant une affinité plus 

forte que les IgM produits eux lors d'une réponse initiale.  
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Figure 46: Mécanisme de conversion de polysaccharides capsulaires en antigène T-dépendant.  
Lorsque des polysaccharides greffés sur une protéine sont reconnus par un lymphocyte B, il y a une internalisation et ensuite 
une présentation des parties de la protéine porteuse (potentiellement liées au polysaccharide) au niveau du MCHII à des 
lymphocytes T auxiliaires ce qui entraîne la différenciation du lymphocyte en plasmocyte mais également en cellules 
mémoires ayant pour spécificité le polysaccharide initialement reconnu. La réponse immunitaire est alors plus pérenne 
qu'une réponse T-indépendante et la réponse secondaire sera également plus rapide et plus spécifique. Image extraite de la 
publication (Avci et al. 2011) 

 

 Afin que cette conversion soit efficace, la protéine porteuse doit donc posséder des épitopes 

T auxiliaires qui pourront être présentés au niveau du CMHII et posséder des groupements 

fonctionnels accessibles pour réaliser la conjugaison (section II.2.2.2). Actuellement, la protéine 

CRM197 est celle utilisée pour les vaccins pneumocoques conjugués commerciaux, et seulement 5 

protéines porteuses sont utilisées sur le marché à ce jour pour les vaccins glycoconjugués (Toxine du 

Tétanos (TT), Toxine Diphtérique (DT), Cross Reacting Material 197 (CRM197), "Non typeable H. 

influenzae protein D" (NTHiPD), "Outer membrane protein complex" (OMPC)) (Micoli, Adamo, and 

Costantino 2018). Ces protéines porteuses ont été sélectionnées parmi des protéines déjà utilisées 

au sein de vaccins, dont la non toxicité avait déjà été bien établie et dont les procédés de production 

à grande échelle était maitrisés (Micoli, Adamo, and Costantino 2018). De nouvelles stratégies sont 

étudiées afin d'utiliser d'autres types de protéines porteuses. En effet, la réponse à un vaccin 

glycoconjugué pourrait être réduite à cause d'une immunisation préalable par un vaccin ayant la 

même protéine porteuse (Pichichero 2013). Par ailleurs, des protéines porteuses ayant également un 

rôle immunologique spécifique contre l'antigène sont développées (section II.2.5.2).  

 La conversion de l'antigène polysaccharidique capsulaire peut être vérifiée par détection des 

anticorps anti-polysaccharides de type IgG au sein de sérums. De plus, après plusieurs injections leur 

niveau est normalement augmenté grâce à l'effet d'amplification de la réponse secondaire (Nishat 

and Andreana 2016).  

II.2.2.1 Efficacité et limites du vaccin 

 Lors de la mise au point du premier vaccin glycoconjugué (PCV7), moins de sérotypes ont été 

inclus comparativement au vaccin non conjugué pour des raisons de coût et de problèmes 

techniques. Ce vaccin comportait alors les 7 sérotypes responsables de 85% des infections invasives 

pneumococcales chez les enfants au sein des pays développés (Rennels et al. 1998). Après sa mise 

sur le marché en 2000, le taux de maladies invasives à pneumocoques a alors rapidement chuté avec 
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une baisse de 69%, chez les enfants de moins de 2 ans, déjà observée en 2001 aux Etats-Unis (Figure 

47) (Whitney et al. 2003). Cependant, malgré une baisse efficace du nombre total de cas de 

pathologies pneumococcales invasives, un phénomène de remplacement de sérotypes a été observé, 

ce qui semble limiter l'efficacité du vaccin (Weinberger, Malley, and Lipsitch 2011). Ainsi, la 

proportion des maladies invasives à pneumocoques dues aux sérotypes non vaccinaux est passée de 

17% à 98% aux Etats-Unis en 2007 par rapport à 1998-1999, avec une forte part imputable au 

sérotype 19A avec une proportion de 48% contre 3% en 1998-1999 (Kellner 2011). Une cause 

identifiée est le changement de sérotype par transfert de gène horizontal qui permet à des sérotypes 

invasifs d'échapper à la pression vaccinale (Brueggemann et al. 2007). En effet, le sérotype 19A ne 

diffère du sérotype 19F (intégré dans PCV7) que par la configuration d'une seule liaison. Cependant, 

l'utilisation du vaccin Prevenar13® a permis de palier temporairement ce problème de remplacement 

de sérotypes en intégrant 6 nouveaux sérotypes à sa composition (Figure 47). Malgré tout, 

l’émergence de nouvelles souches de remplacement commence déjà à se mettre en place, 

notamment les souches 8 (en Afrique du Sud et en Angleterre), 12F (en Israël, en France, en 

Angleterre et en Allemagne), et 33F (aux Etats-Unis et au Canada) (Lo et al. 2019). De plus, étant 

donné que le traitement consiste en l'utilisation d'antibiotiques, ces souches montrent également 

des profils de résistance accrues et la prise en charge des pathologies dues à ces sérotypes peut donc 

s'avérer difficile (Lo et al. 2019). 

 

Figure 47: Effet de l'introduction des vaccins conjugués sur le type de sérotypes impliqués dans les pathologies 
pneumococcal invasives chez les enfants de moins de 5 ans 

 Image reproduite à partir du site (CDC 2017). 

 

 Cependant, mis à part les souches de remplacement, l'utilisation du vaccin Prevenar13® a 

également permis de réduire ce phénomène de résistance aux antibiotiques (Figure 48). Cette baisse 

peut s'expliquer par deux effets : grâce i) à la baisse de la circulation des souches résistantes 

contenues dans les vaccins, ii) ainsi qu'à la baisse du nombre de pathologies nécessitant l'utilisation 

d'antibiotiques chez les jeunes enfants (Klugman and Black 2018).  
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Figure 48: Effet de l'utilisation des vaccins glycoconjugués sur la proportion de souches résistantes aux antibiotiques 
Image extraite de la publication  

 Globalement, le vaccin Prevenar13® a clairement démontré son efficacité pour limiter le 

développement de pathologies pneumococcales invasives, mais il a également permis de réduire le 

portage (Esposito and Principi 2015). En effet, le portage est une étape indispensable au 

développement des maladies pneumococcales et une étude a pu montrer une réduction du portage 

chez les enfants de moins de 5 ans de 74% des sérotypes couverts par le vaccin chez les enfants 

vaccinés et une baisse de 50% de ces sérotypes parmi les enfants non vaccinés (ayant un entourage 

d'enfants vaccinés) (Esposito and Principi 2015). En effet, en baissant le portage, la transmission de 

ces sérotypes est également réduite et la population non vaccinée peut alors bénéficier d'une 

immunité collective.  

 Cependant, malgré ces chiffres encourageants, le phénomène de remplacement de sérotypes 

observé pose question sur l'avenir de l’efficacité des vaccins actuels. Différentes stratégies sont donc 

en développement afin d'améliorer la couverture sérotypique (section II.2.5).   

II.2.2.2 Méthodes de conjugaison des polysaccharides sur la protéine porteuse 

 La conjugaison des polysaccharides capsulaires aux protéines se fait généralement par une 

approche aléatoire, le nombre et la position des polysaccharides sur la protéine ne sont donc pas 

maîtrisés. Pourtant, ces paramètres influent sur la réponse immunitaire. Des approches permettant 

de mieux les contrôler sont donc développées. Nous allons tout d'abord voir les méthodes aléatoires 

avant de présenter le développement de ces nouvelles approches. 

II.2.2.2.1 Méthodes de conjugaison aléatoires  

 Afin de greffer les polysaccharides capsulaires sur les protéines, l'un des deux partenaires est 

préalablement modifié chimiquement afin de pouvoir réaliser la conjugaison. Cette conjugaison est 

généralement basée sur la réactivité des fonctions amines des lysines ou des fonctions acides des 

acides glutamiques ou aspartiques présents sur la protéine porteuse. En effet, les lysines et acides 

aspartiques ou glutamiques sont plus susceptibles de présenter les fonctions de leurs chaines 

latérales à la surface de la protéine et exposées au solvant. De plus, les fonctions amines sont 

nucléophiles et les fonctions acides carboxyliques sont électrophiles (au niveau de la fonction C=O). 

Ces fonctions ont donc des propriétés chimiques permettant de réaliser des réactions de 

conjugaison. Il s'agit d'une conjugaison aléatoire car toutes les fonctions amines ou acides 

carboxyliques présentes à la surface ne vont pas réagir. Un mélange sera donc obtenu avec une 

moyenne de couplage selon les proportions de réactants utilisés, la réactivité et l’accessibilité des 

fonctions susceptibles d’être modifiées. 

 Modification des sucres : 

 Les polysaccharides capsulaires peuvent réagir avec les fonctions amines des lysines par 

amination réductrice après génération d'une fonction aldéhyde par oxydation du saccharide ou après 
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activation par l'ajout de groupements réactifs : i) ester succinimide, ii) cyano-ester, iii) ester 

squarique (Figure 49A). Quant aux fonctions carboxyliques, elles peuvent réagir avec un sucre dérivé 

par une fonction amine ou hydrazide par une réaction de condensation (Figure 49B) (Micoli, Adamo, 

and Costantino 2018).   

 

Figure 49 : Modification des polysaccharides afin de les conjuguer aux protéines.  
Le greffage des polysaccharides peut s'effectuer grâce à la modification des polysaccharides pour générer des groupements 
réactifs afin de pouvoir réagir avec des lysines (A) ou des acides glutamiques ou aspartiques (B). Image adaptée à partir de 
la publication (Micoli, Adamo, and Costantino 2018) 

 

 Modification des protéines :  

 La modification préalable des fonctions amines ou acides carboxyliques sur les protéines 

ajoute un lien portant des fonctions permettant la conjugaison tout en limitant l'encombrement 

stérique et ainsi augmente l'efficacité de cette réaction. Les groupes ajoutés peuvent être i) des 

groupes maléimides ou thiols,  ii) des groupes bromoacétyle ou cyano-ester, ou iii) des groupes 

dihydrazines, ainsi que iv) des fonctions orthogonales permettant des conjugaisons spécifiques et 

rapides (Figure 50) (Micoli, Adamo, and Costantino 2018).  

  
Figure 50: Modification sur les protéines afin de greffer des polysaccharides capsulaires.  

Le greffage des polysaccharides sur la protéine porteuse peut également s'effectuer grâce à des modifications de protéines 
au niveau des amines ou des fonctions acides carboxyliques. Image adaptée à partir de la publication de (Micoli, Adamo, 
and Costantino 2018). 

 La méthode de conjugaison utilisée dans le vaccin Prevenar13® consiste en une amination 

réductrice (Figure 49) par une oxydation des fonctions diols au niveau des polysaccharides avec de 
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l'acide périodique, suivie d'une réaction avec les fonctions amines de la protéine en présence de 

borohydrure de sodium (P. W. Anderson, Eby, and Rochester 1994). Il s'agit d'une conjugaison 

aléatoire, les sites de conjugaison ne sont donc pas maîtrisés. D'autres méthodes sont développées 

dans le but de maîtriser les sites de fixation (section suivante II.2.2.2.2). 

II.2.2.2.2 Méthodes de conjugaison spécifiques 
 

 Méthodes basées sur la réactivité de la protéine native :  

 La réactivité d'acides aminés moins fréquemment présents au sein des protéines tels que les 

cystéines ou les tyrosines permet de réaliser des conjugaisons plus ciblées. En effet, les cystéines 

portent des fonctions thiols nucléophiles qui permettent de réaliser des conjugaisons de type 

maléimides-thiols. De plus, des stratégies ont également utilisé la réduction de ponts thiols couplés à 

l'ajout d'un lien portant une fonction réactive permettant la conjugaison (Sakamoto and Hamachi 

2019). Une cystéine peut être ajoutée en N ou C-terminal de la protéine afin de réaliser une 

conjugaison plus ciblée par la génération chimique d'une liaison peptidique (procédé dit de "ligation 

chimique native") (Sakamoto and Hamachi 2019). Quant aux tyrosines, la fonction hydroxyle portée 

par le cycle aromatique peut permettre de réaliser des conjugaisons par l'utilisation de ses propriétés 

acides induites par la délocalisation des électrons sur le groupe benzyle (Sakamoto and Hamachi 

2019).  

 In vivo, des enzymes peuvent transférer des polysaccharides sur des protéines après la 

reconnaissance des séquences signales. Ces enzymes ont été exploitées dans le cadre d’une 

technologie permettant de générer des protéines glycosylées (Protein Glycan Coupling Technology) 

dans le cadre d’une application vaccinale (procédé développé section II.2.5.2) (Kay, Cuccui, and Wren 

2019; Giuseppe Stefanetti et al. 2015; Z. Ma et al. 2018). 

 Toutes ces méthodes sont cependant limitées par la séquence protéique initiale. En effet, 

l'utilisation de la thiol-addition sous-entend que la protéine ne possède pas de cystéines impliquées 

dans un rôle structural important, et l'utilisation d'enzymes nécessite l’introduction de la séquence 

signal dans la protéine cible, ce qui peut affecter les épitopes de la protéine porteuse. Une méthode 

permet de s'affranchir de ces limitations par l'ajout de fonctions orthogonales permettant la 

conjugaison à des positions choisies. Il s’agit de l’utilisation d’acides aminés non naturels.  

 Méthodes basées sur les acides aminés non naturels :  

 L'incorporation d'acide aminé non naturel permet d'ajouter des fonctions bioorthogonales 

pour réaliser de la "chimie click", c'est à dire avec une réactivité hautement spécifique et de manière 

très efficace (Patterson, Nazarova, and Prescher 2014). De plus, ces réactions peuvent s'effectuer 

dans des conditions biocompatibles, c'est-à-dire à température et pH physiologiques et en présence 

de composants biologiques. Mais malgré un fort potentiel, leur utilisation pour la génération de 

vaccins glycoconjugués est rare. En effet, à notre connaissance l’exploitation d’acides aminés non 

naturels pour les vaccins glycoconjugués est citée dans plusieurs revues présentant les différentes 

méthodes de conjugaison disponibles mais n'est publiée qu'au sein d'un brevet couvrant largement 

les possibilités de leur utilisation par incorporation de manière site spécifique ou résidu spécifique 

(Fairman, Heinrichs, and Chan 2018) et au sein d'une publication réalisée par la même entreprise sur 

la génération d’un vaccin glycoconjugué contre la malaria. Dans cette étude, la protéine porteuse a 

été produite in vitro avec un acide aminé non naturel portant une fonction azoture permettant de 

réaliser la conjugaison avec l’haptène sucre par chimie click (CuAAC) (Kapoor et al. 2018).  

 Néanmoins, plusieurs types de fonctions pourraient être ajoutés par l’intermédiaire d’acides 

aminés non naturels pour réaliser différentes réactions de conjugaison bioorthogonale (Figure 51). La 

première réaction bioorthogonale ayant été décrite est la réaction de Staudinger entre une fonction 

azoture et des phosphines (Schilling et al. 2011). Cette réaction est cependant lente et génère des 
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sous-produits. Des réactions de cycloaddition ont alors été mises au point dont notamment la 

réaction "Copper(I) catalyzed alkyne azide cycloaddition" (CuAAC) qui consiste en une réaction entre 

une fonction azoture et une fonction alcyne en présence d'ions cuivreI (Rostovtsev et al. 2002). Les 

fonctions impliquées dans cette réaction sont petites, ce qui limite les risques d’encombrement 

stérique. De plus, cette réaction est rapide et ne génère pas de sous-produits. Par contre le CuivreI 

est un composé cytotoxique qui peut nuire à certaines applications in vivo. Une variante de cette 

réaction consiste à utiliser un partenaire ayant sa fonction alcyne déformée au sein d'un cycle 

("Strain promoted alkyne azide cycloaddition", SPAAC) (Agard, Prescher, and Bertozzi 2004). Cette 

déformation due à la tension apportée par le cycle permet de rendre cette fonction efficace en 

absence de cuivreI, mais également d'accélérer la réaction. Cependant, les composés cycliques 

impliqués sont gros et présentent des profils d'hydrophobicité élevés, ce qui peut aboutir à des 

interactions non spécifiques. Malgré tout, aujourd'hui, plus de 10 partenaires différents ont été 

développés ce qui fournit un large éventail d'outils permettant cette réaction (Ramil and Lin 2013). 

Enfin, les réactions de Diels-Alder à demande inverse (IEDDA) présentent une autre réactivité 

bioorthogonale avec la vitesse de réaction la plus rapide à ce jour (Rossin et al. 2013). Des travaux 

ont couplé deux types de réactions (CuAAC et SPAAC) permettant ainsi des couplages orthogonaux 

multiples (Sachdeva et al. 2014). Ces réactions chimiques orthogonales permettent donc de réaliser 

sélectivement des réactions de couplage en présence de mélanges réactionnels complexes tels que la 

cellule. La recherche future se dirige vers la mise au point de toujours plus d'outils de couplage avec 

des efforts importants pour fournir des réactions orthogonales plus rapides, ayant une réactivité 

photoactivable ou encore ayant des motifs moins encombrants (Devaraj 2018).  

 

 

Figure 51: Principales réactions bioorthogonales 
Image reproduite à partir de la publication (Grammel and Hang 2013) 
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 Des aminoacyl-ARNt synthétases (Chapitre 1) ont été développées afin d'incorporer 

différents acides aminés non naturels, portant des fonctions permettant les réactions de conjugaison 

décrites ci-dessus, au sein de protéines de manière site-spécifique (Dumas et al. 2015). Bien que 

cette technologie ne soit pas encore très exploitée dans le domaine des vaccins, les réactivités 

CuAAC, SPAAC, IEDDA sont donc utilisables afin de réaliser des conjugaisons entre une protéine 

porteuse et un polysaccharide capsulaire.  

Ces réactivités orthogonales ont d’ailleurs pu être exploitées sans l’utilisation d’acides 

aminés non naturels dans le cadre de dérivatisation de fonctions permettant la réalisation de 

réaction de type CuAAC ou SPAAC (Berti and Adamo 2018; Grandjean et al. 2005). Cependant afin 

d’obtenir une conjugaison ciblée, les dérivatisations doivent être réalisées sur des acides aminés 

naturellement en faible proportion au sein de la protéine (cystéines ou tyrosines par exemple, voir 

Chapitre 1 section II). 

 

II.2.5 Vaccins: principales stratégies émergentes  

II.2.5.1 Vaccins en phases cliniques 

 Afin de faire face aux problématiques de remplacement de sérotypes, plusieurs stratégies 

sont développées.  

 Tout d'abord, un vaccin conjugué PCV15 développé par l'entreprise Merck (appelé V114 sur 

la base de donnée Clinicaltrials.gov) intégrant deux sérotypes additionnels (22F et 33F) par rapport 

au Prevenar13® de l'entreprise Pfizer a été testé en essai clinique et est actuellement en phase 3 

jusqu'en 2020 (NCT03480802 2018). C'est à dire que l'innocuité ainsi que l'efficacité du vaccin ont 

déjà été prouvés et que celui-ci entre maintenant dans une phase permettant de démontrer son 

utilité par rapport aux vaccins existants avant sa mise sur le marché.  

 De plus, différentes stratégies basées sur l'utilisation de nouvelles protéines antigéniques au 

sein de vaccins sont également en développement (Tableau 13). Comme nous l'avons vu 

précédemment, (section I.4.2.3) des protéines telles que les adhésines peuvent être accessibles et 

surexprimées au cours de la phase de colonisation. Ces protéines sont généralement plus conservées 

entre les sérotypes que les polysaccharides capsulaires. La présentation d'épitopes protéiques 

permettrait alors d'avoir une meilleure couverture sérotypique. Notons qu’en se basant sur le profil 

d’expression des protéines de surface de S. pneumoniae , un vaccin pourra alors avoir une efficacité 

plus ciblée sur une phase spécifique de l'infection (colonisation, infections locales, ou infections 

invasives) (Pichichero, Khan, and Xu 2016a). Ainsi, les anticorps dirigés contre des adhésines sont 

supposés réduire l'étape de colonisation et donc le portage. La pneumolysine a également été 

intégrée à certaines formulations vaccinales. Cette protéine étant cytotoxique, deux stratégies ont 

été utilisées afin de la neutraliser : par méthode chimique (traitement au formaldéhyde) chez 

GlaxoSmithKline, ou par mutagénèse (substitution) chez Sanofi Pasteur. Enfin lorsqu'un rôle 

protecteur a pu être démontré, d'autres protéines ayant un rôle dans les fonctions nécessaires à la 

croissance ou à la virulence de S. pneumoniae telles que des protéines liants les métaux (PhpA, PsaA) 

ou des protéines impliquées dans la division cellulaire (hydrolase du peptidoglycane PcsB,  kinase 

impliquée dans la régulation de la division cellulaire StkP) ont également été intégrées à des 

stratégies vaccinales actuellement en essais cliniques. Comme de nombreuses protéines sont 

exprimées à la surface de S. pneumoniae, les stratégies utilisant des mélanges de protéines 

antigéniques sont prépondérantes (Pichichero, Khan, and Xu 2016a). Par ailleurs, un vaccin couplant 

l'utilisation de protéines antigéniques avec un vaccin conjugué traditionnel (sur CRM197) est 

également exploré par GSK. En effet, les polysaccharides capsulaires couvrent une surface 

importante du pathogène, et des protéines antigéniques conservées entre les sérotypes peuvent 
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apporter une réponse plus large. Coupler les polysaccharides capsulaires à des protéines 

antigéniques pourrait alors permettre de potentialiser l'efficacité du vaccin. Enfin, l'utilisation de 

bactéries non encapsulées de S. pneumoniae ayant été préalablement tuées a permis d'efficacement 

générer des anticorps de type IgG contre des protéines de surface telles que la PspA et la 

pneumolysine. De plus, comparativement à un vaccin glycoconjugué ou protéique bien défini, celui-ci 

sera produit plus simplement et à bas coût et sera donc plus facilement distribuable dans les pays en 

développement (Lagousi et al. 2019). Cependant, il est difficilement standardisable et le vaccin a plus 

de risque de présenter des effets indésirables non maîtrisés à cause de sa composition (Morais, 

Texeira, and Suarez 2019). Globalement, les données pré-cliniques de ces différents vaccins 

(protéiques mais aussi cellules entières) semblent indiquer que ceux-ci pourraient contrebalancer les 

risques dus aux remplacements de sérotypes (L. H. Lee, Gu, and Nahm 2014). Cependant, les niveaux 

d'expression de ces protéines antigéniques ainsi que leurs séquences primaires varient selon les 

sérotypes. L'utilisation combinée de différentes protéines cibles permet de limiter cette 

problématique mais augmente le coût de production du vaccin. L'identification de séquences 

immunogènes et leurs caractérisations a permis le développement de nouvelles stratégies 

actuellement en essais pré-cliniques basées sur l'utilisation de combinaisons de peptides 

antigéniques (Lagousi et al. 2019).  

   
Tableau 13: Différentes stratégies vaccinales basées sur des antigènes protéiques. 

La phase I permet de vérifier l'innocuité du vaccin, alors que la phase II détermine les conditions d'utilisation (dose, schéma 
vaccinal). Enfin la phase III permet de valider l'intérêt du vaccin par rapport à des vaccins existants, si la balance bénéfice - 
risque est favorable le vaccin est alors mis sur le marché après une autorisation préalable (AMM) et entre alors dans une 
phase de pharmacovigilance (phase IV) qui inventorie les symptômes éventuels ainsi que leur fréquence d'apparition. 
(données obtenues grâce à la base de données clinicalstrials.gov ainsi qu'à la publication de (Pichichero, Khan, and Xu 
2016b) 

 

Antigène Type de protéine Laboratoire ou Compagnie Phase 

clinique 

PspA Adhésine (liaison à la choline) Sanofi-Pasteur Phase I   

PspA  

PsaA 
Adhésines 

-liaison à la choline 

-liaison aux cadhérines 

Sanofi-Pasteur/CDC Phase I   

PhpA  

PhtB 

-Métal binding protéine 

-Adhésine 

GSK Phase II   

PsaA 

PcsB 

StkP 

-Adhésine, transporteur ABC 

-hydrolase du peptidoglycane 

-kinase impliquée dans la division 

cellulaire 

InterCell 

AG/Novartis/PATH 

Phase I   

PhtD 

PcpA  

PlyD1 

-Adhésine 

-Adhésine (Liaison à la choline) 

-Toxine (lyse des cellules hôtes) 

Sanofi-Pasteur Phase I   

PhtD 

+/- dPly  

+/-PCV10 

-Adhésine 

-Toxine (lyse des cellules hôtes) 

-Vaccin conjugué de valence 10 

GSK Phase I   

PhtD 

dPly 

PCV10 

-Adhésine 

-Toxine (lyse des cellules hôtes) 

-Vaccin conjugué de valence 10 

GSK Phase II   

SP0148 

SP1912 

SP2108 

-transporteur ABC (Prédition) 

-thioredoxine (Prédition) 

-transporteur ABC de sucre (Prédition) 

Genocea Phase II a   

Cellules entières non-

encapsulées tuées 

NA Boston Children's Hospital-

Instituto Butantan-PATH 

Phase I   
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II.2.5.2 Nouvelles stratégies pour la génération de vaccins glycoconjugués  

 Ce travail de thèse porte sur la génération d'un vaccin glycoconjugué ciblé afin d'en étudier des 

caractéristiques clés (Chapitre 3). Nous allons donc voir ci-dessous les principales stratégies 

émergentes concernant le développement de vaccins glycoconjugués contre S. pneumoniae à travers 

: i) le choix de la protéine porteuse, ii) la maîtrise des paramètres de conjugaison et iii) un mode de 

production innovant.   

 

i) Choix de la protéine porteuse : 

 Comme nous l'avons vu précédemment, 5 protéines porteuses sont actuellement utilisées 

pour générer des vaccins glycoconjugués (section II.2.2.1). Ces protéines porteuses vont permettre 

de convertir le polysaccharide capsulaire en antigène T dépendant. Cependant, plusieurs stratégies 

évaluent l'apport d'une protéine qui possèderait un double rôle de protéine porteuse et de protéine 

générant une réponse immunitaire spécifique contre le pathogène ciblé. En effet, des protéines 

issues de S. pneumoniae peuvent générer une réponse immunitaire. De plus, celles-ci peuvent être 

conservées entre les différents sérotypes et donc générer une réponse élargie à plusieurs sérotypes 

(Micoli, Adamo, and Costantino 2018). Les principales protéines immunogènes de S. pneumoniae 

étudiées en tant que protéines porteuses sont répertoriées dans le Tableau 14.  

 La protéine PspA est une protéine très immunogène qui est impliquée dans l'adhésion de S. 

pneumoniae et dans l'inhibition de sa liaison au complément. Elle est présente chez tous les 

sérotypes et possède des régions conservées. Elle a été évaluée comme potentielle protéine 

porteuse en combinaison avec un polysaccharide issu des sérotypes 14, 23 ou 6B chez la souris et a 

pu montrer une conversion de la réponse anti-polysaccharide ainsi que la production d'anticorps 

contre la PspA (Tableau 14). Elle a également été évaluée chez la souris en combinaison avec des 

polysaccharides issus de Salmonelle ce qui permettrait une double protection contre la fièvre 

typhoïde et les maladies liées au pneumocoque (Kothari et al. 2014). Néanmoins, une faible 

homologie avec une myosine cardiaque humaine a soulevé des inquiétudes sur une réactivité croisée 

autoimmune qui n'ont cependant pas été confirmées expérimentalement (Lagousi et al. 2019).  

 La pneumolysine est une protéine toxique impliquée dans la formation de pores lors de 

l'infection (section I.4.2.4). Une pneumolysine mutante détoxifiée a été conjuguée à des 

polysaccharides issus des sérotypes 6B, 14, 19F et 23F et son immunisation chez la souris a pu 

générer un niveau d'anticorps anti-polysaccharides capsulaires comparable à un conjugué avec une 

protéine porteuse classique (TT) ainsi que des anticorps anti-pneumolysine (Michon et al. 1998). La 

Pneumolysine détoxifiée (dPly) a également été étudiée ainsi que la protéine PhtD (Pneumoccocal 

histidine triad D (adhésine)) en tant que protéines porteuses d'un vaccin combiné contenant 8 

polysaccharides capsulaires en essais cliniques (Tableau 14) (Pauksens et al. 2014). La complexité due 

à la multiplication des antigènes a rendu difficile les conclusions de l'étude mais les protéines dPly et 

PhtD ont été considérées comme des protéines porteuses efficaces permettant à la fois la conversion 

d'antigènes polysaccharidiques spécifiques et la génération d'anticorps anti-protéiques.   

 La protéine PsaA est une protéine impliquée dans l'adhésion et le transport d'ions manganèse 

(Rajam et al. 2008). Elle est très conservée parmi les différents sérotypes et les anticorps anti-PsaA 

permettent une protection contre la colonisation (Rajam et al. 2008). De plus, les épitopes B et T de 

la PsaA ont pu être identifiés (Chapitre 3, section I.3). Cette protéine a été évaluée en tant que 

protéine porteuse lors de travaux de conjugaison avec du polysaccharide purifié issu du sérotype 23F 

ou un tétrasaccharide issu du sérotype 14 (Tableau 14), ainsi que lors d'une étude couplant la PsaA à 

des polysaccharides capsulaires issus de Hemophilus influenzae b (Z. Chen 2016). Le couplage de la 

PsaA avec ces polysaccharides capsulaires a alors permis la génération d'anticorps contre la PsaA 

ainsi que la conversion des polysaccharides en antigènes T dépendants.  
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Tableau 14: Stratégies de vaccins glycoconjugués avec des protéines porteuses immunogènes 

Protéine 

porteuse 

Sérotypes des 

polysaccharides capsulaires 

associés 

Etape d’infection ciblée par 

les anticorps produits 
Références 

PspA 

14 

23 

6B 

Polysaccharides origine 

Salmonella Typhi 

Contre les stades invasifs 

Sérotype 14 : (Da Silva et al. 2017; 

Santamaria et al. 2011) 

Sérotype 23 : (Csordas et al. 2008) 

Sérotype 6B : (Perciani et al. 2013; H. Lin 

et al. 2015) 

Hybride avec polysaccharides issus de 

Salmonella Typhi (Kothari et al. 2014) 

dPly 
6B, 14, 19F, 23F 

19A 
Contre les stades invasifs 

Sérotypes 6B, 14, 19F, 23F : (Michon et 

al. 1998) 

Sérotype 19A : en utilisation combinée 

avec 22F conjugué à PhtD, 4, 5, 7F, 14 

conjugué à HiD, 18C conjugué à TT et 19F 

à DT (Pauksens et al. 2014) 

PhtD 22F Inhibe la colonisation 

utilisation combinée avec 19A conjugué à 

dPly; 4, 5, 7F, 14 conjugué à HiD; 18C 

conjugué à TT et 19F à DT (Pauksens et 

al. 2014) 

PsaA 

23F 

14 

Polysaccharide origine 

Hemophilus influenzae b 

Inhibe la colonisation 

Sérotype 23F: (H. Lin et al. 2010) 

Sérotype 14: (Prasanna et al. 2019; Pillot 

et al. 2019) 

Hybride avec polysaccharides issus de 

Hib : (Z. Chen 2016) 

 

ii) Paramètres de conjugaison :   

 L'utilisation de méthodes de conjugaison plus ciblées (section II.2.2.2.2) permet d'étudier les 

caractéristiques d'un vaccin glycoconjugué mieux défini et ainsi de comprendre l'influence de 

paramètres tels que le nombre d'unités polysaccharidiques sur une protéine, leur position au sein de 

la séquence, ainsi que la nature du lien qui relie la protéine et le polysaccharide ainsi que la 

composition précise du polysaccharide capsulaire. Jusqu'à présent, l'utilisation de méthodes de 

conjugaison aléatoires était prépondérante lors de la génération de vaccins glycoconjugués. L'étude 

des facteurs indiqués ci-dessus est donc rare. Pourtant, ils sont reconnus comme influençant la 

réponse immunitaire (Khatun, Stephenson, and Toth 2017).  

 Tout d'abord, concernant, les méthodes de conjugaison, celles-ci ont une influence sur la 

présentation des épitopes. Ainsi, l'utilisation d'un lien espaceur limite l'encombrement stérique et 

favoriserait donc l'exposition des épitopes polysaccharidiques comme cela a notamment pu être 

montré dans une étude sur un vaccin contre le sérotype 14 de S. pneumoniae (Mawas et al. 2002). 

Cependant, la reconnaissance de certains liens reliant le polysaccharide à la protéine comme des 

groupes triazoles peuvent limiter la réponse protectrice en générant des anticorps non spécifiques 

(Adamo et al. 2014).  

 Par ailleurs, bien que très peu étudié, le ratio entre la protéine et le nombre d'unités 

polysaccharidiques, ainsi que leur position au sein de la séquence joueraient également un rôle 

significatif. En effet, la position de greffage pourrait influer sur l'efficacité de la reconnaissance des 

polysaccharides par les lymphocytes ainsi que sur le type de peptides présentés au niveau du CMHII 

(fonctionnement biologique du vaccin détaillé section II.2.2.1). Ainsi, dès 1992, Ishioka et al. ont 

étudiés la présentation de saccharides au niveau du CMHII et ont pu montré que les polysaccharides 

ne semblaient pas capables d'être présentés au niveau du CMHII. Cependant, ils ont également 
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montré que selon la position de motifs glycosidiques sur des épitopes T, l'immunogénicité de ces 

peptides pouvait en être altérée ou non (Ishioka et al. 1992). Par la suite, Pozsgay et al. travaillant sur 

un vaccin contre Shigella sysenteriae ont testés plusieurs vaccins glycoconjugués réalisés à partir de 

différents types de saccharides (purifiés ou synthétiques de tailles variables allant d'un tétramère à 

un hexadécamère) greffés sur une protéine porteuse avec des ratio variables selon le conjugué. 

Toutes les souris ont été immunisées avec une dose constante de polysaccharide de 2,5µg et ils ont 

alors pu montrer des différences significatives entre les différents vaccins, avec une meilleure 

réponse au niveau d'un conjugué avec un hexadécamère en proportion 9/1 par rapport à la protéine 

alors que le conjugué réalisé avec le polysaccharide purifié a entraîné une réponse dirigée contre le 

polysaccharide très faible (Pozsgay et al. 1999). Puis en 2011, une étude réalisée par Avci et al. a 

suggéré que des fragments de polysaccharides pourraient être présentés avec l'épitope T lors de sa 

présentation au niveau du complexe CMHII (section II.2.2.1) (Avci et al. 2011). En effet, lors de leurs 

travaux sur des peptides conjugués, les chercheurs ont pu montrer que les lymphocytes 

reconnaissaient efficacement des peptides antigéniques glycoconjugués (Avci et al. 2011). De plus, 

les niveaux d'anticorps produits pour le glycoconjugué peptidique étaient supérieurs aux niveaux 

obtenus pour le conjugué protéique aléatoire malgré une dose antigénique 100 fois plus forte pour 

ce dernier (Avci et al. 2011). Ces résultats suggèrent qu'une présentation différente des antigènes 

polysaccharidiques peut clairement optimiser la réponse immunitaire contre ces derniers. Par la 

suite, deux études réalisées par Novartis en 2014 et 2015 sur un vaccin contre la salmonelle ont 

également montré que l'influence du ratio protéine/polysaccharide ainsi que du type de lien entre le 

polysaccharide antigénique et la protéine porteuse a également une influence significative. Par 

exemple, malgré un ratio protéine / polysaccharide antigénique équivalent, l'utilisation de 

différentes méthodes de conjugaison influençait la réponse immunitaire d'un facteur 10 (Giuseppe 

Stefanetti et al. 2015; G Stefanetti et al. 2014). Plus récemment, Carboni et al. ont généré différents 

vaccins glycoconjugués à partir de la plus petite unité polysaccharidique représentative du sérotype 

III de Streptocoque de type B (pentamère) greffée en quantité variable sur la protéine porteuse 

CRM197 (de 3 à 11 pentamères par protéine). Ils ont alors pu montrer qu'une multiprésentation du 

pentamère sur la protéine avait un effet positif sur la réponse anti-polysaccharidique, probablement 

grâce à un effet d'avidité au niveau de la reconnaissance de l'antigène par les lymphocytes B (Carboni 

et al. 2019). 

 Globalement, les paramètres de greffage sont encore peu étudiés et les méthodes aléatoires 

présentent des structures non homogènes. Cependant, l'émergence de techniques permettant le 

couplage spécifique entre les partenaires du vaccin, comme l'utilisation d'acides aminés non 

naturels, devrait permettre la multiplication de ces études et ainsi la mise en évidence de 

caractéristiques générales permettant la conception d'un vaccin glycoconjugué optimal. En effet, ces 

méthodes permettent également la génération d'un vaccin de composition constante et très définie. 

iii) Production recombinante de vaccins glycoconjugués :  

 

 Comme nous l'avons vu précédemment (sections II.2.1.2 et II.2.2.2), le procédé classique de 

production d'un vaccin glycoconjugué consiste en la conjugaison entre des polysaccharides 

capsulaires purifiés à partir du pathogène S. pneumoniae puis greffés à une protéine porteuse qui 

aura été préalablement produite de façon recombinante (Figure 52). 
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Figure 52: Procédé de production classique d'un glycoconjugué. 

En général, un vaccin glycoconjugué est produit à partir de polysaccharides capsulaires purifiés qui seront greffés à une 
protéine porteuse préalablement produite au sein d'un hôte d'expression (le plus souvent E. coli). Image extraite de la 
publication de (Kay, Cuccui, and Wren 2019). 

 

 Une méthode alternative consiste à produire le glycoconjugué de façon complètement 

recombinante par le biais de l'utilisation de la technologie de couplage de saccharides sur des 

protéines au sein de bactéries (Protein Glycan Coupling Technology, PGCT)  (Kay, Cuccui, and Wren 

2019). Cette technologie est issue de la découverte de PglB, une oligosaccharyltransférase (OST), au 

sein de Campylobacter jejuni qui permet de transférer une variété de polysaccharides (possédant un 

groupe acétamide à l'extrémité réductrice donc pour les sérotypes 1, 4, 5, 12F, 12A, 12B, 25F, 38, 44, 

45 et 46) sur une protéine portant la séquence signale D/EXNYS/T (Kay, Cuccui, and Wren 2019). 

Cette séquence peut être ajoutée en N- ou C-terminal d'une protéine de manière unique ou répétée 

afin d'augmenter la proportion de polysaccharides greffés. Toutes les étapes de production du 

glycoconjugué peuvent alors être réalisées chez E. coli, ce qui permettrait de réduire drastiquement 

les coûts de production. La production peut alors être effectuée par l'utilisation de plasmides codant 

pour les gènes d'expression permettant la synthèse du polysaccharide, le gène d'expression de la 

protéine porteuse possédant la séquence signale D/EXNYS/T, et le gène codant pour 

l'oligosaccharyltransférase (Kay, Cuccui, and Wren 2019). La recherche de paralogues de PglB tente 

d'étendre les types de polysaccharides transférables par cette technique (sans groupe acétamide à 

leur extrémité), d'augmenter l'efficacité de transfert, ainsi que d'identifier d'autres séquences 

utilisables pour des transferts ciblés d’oligosaccharides (Kay, Cuccui, and Wren 2019; Harding et al. 

2019). Outre ces développements, les principales problématiques de cette technologie sont la 

génération de souches d'E. coli sans système de synthèse de polysaccharide qui interfère avec la 

synthèse ciblée, et la réduction de la séquence signal (Kay, Cuccui, and Wren 2019). Dans le cadre de 

vaccins contre S. pneumoniae, cette technologie a été utilisée pour générer un vaccin glycoconjugué 

entre plusieurs polysaccharides capsulaires et la protéine porteuse rEPA (forme recombinante de 

l'endotoxine A issue de Pseudomonas aeruginosa) qui est actuellement en étude clinique (phase I) 

(Kay, Cuccui, and Wren 2019). Cette technologie a également été utilisée pour générer un vaccin 

glycoconjugué contenant le polysaccharide capsulaire du sérotype 4 greffé sur des protéines 

immunogènes (neuraminidase NanA, ABC transporteurs PiuA et Sp0148), testé chez la souris 

(Reglinski et al. 2018). Au cours de cette étude, l'intensité de la réponse anti-capsulaire s'est avérée 

différente selon la protéine porteuse (avec un niveau plus fort pour PiuA qui était alors comparable 

au Prevenar13®) ce qui souligne l'importance de ce facteur.  
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Avant-propos / Présentation des objectifs 
 Comme nous l'avons vu lors du chapitre précédent, les vaccins glycoconjugués sont un 

moyen efficace de générer une protection contre des maladies bactériennes invasives y compris chez 

les jeunes enfants (Chapitre 2, section II.2.4). Cependant, leur efficacité est impactée par le 

phénomène de remplacement des sérotypes. Les vaccins actuellement disponibles sur le marché 

doivent donc évoluer. De plus, ils sont produits par une méthode de conjugaison aléatoire et ne sont 

donc pas homogènes, ce qui compromet l’étude de l’influence du site de greffage des sucres ou du 

ratio sucres greffés / protéine porteuse. Ces deux paramètres ont pourtant été montrés comme 

influents sur la réponse immunitaire (Chapitre 2, section II.2.5.2). Au cours de ce travail de thèse, 

nous avons donc développé une nouvelle stratégie permettant de répondre aux trois objectifs 

suivants : 

 

 Objectif 1 : Fournir un vaccin contre Streptococcus pneumoniae ayant une couverture 

sérotypique plus large. 

 

 Objectif 2 : Fournir un glycoconjugué site-spécifique et homogène afin de permettre l'étude 

de l'influence de la position de greffage du saccharide sur la réponse immunitaire. 

 

 Objectif 3 : Fournir un glycoconjugué multivalent homogène afin de permettre l'étude de 

l'influence du ratio sucre greffé/protéine porteuse sur la réponse immunitaire. 

 

Stratégie pour fournir un vaccin ayant une couverture sérotypique plus large : 
 

Comme nous l'avons vu lors du chapitre précédent (section II.2.5), différentes pistes sont 

actuellement envisagées afin de permettre une couverture sérotypique plus large du vaccin contre S. 

pneumoniae. Lors de cette thèse, le modèle d'étude choisi est un conjugué déjà utilisé au laboratoire 

pour d'autres études sur la génération de vaccin contre S. pneumoniae. Il est composé de la protéine 

Pneumococcal Surface Adhesin A sous sa forme mature, c’est-à-dire sans son peptide d’adressage à 

la membrane (notée mPsaA) conjuguée à un tétrasaccharide immunogène issu du sérotype 14 

(PnTS14) (Figure 53). 

 
Figure 53: Présentation des partenaires du vaccin glycoconjugué développé. 

Le vaccin glycoconjugué sera formé de : A) une protéine très conservée de Streptococcus pneumoniae (la mPsaA), B) cette 
protéine sera couplée à un tétrasaccharide issu du sérotype 14 (PnTS14).  

 

 

 La PsaA est une protéine très conservée au sein des 90 sérotypes de S. pneumoniae. De plus, 

elle est immunogène et permet la génération d'anticorps protecteurs (Chapitre 2, II.2.5). L'utilisation 

de cette protéine en tant que protéine porteuse permet donc de l'utiliser sous un double rôle de 

protéine porteuse et immunogène. Etant très conservée, son utilisation pourrait permettre le 

développement d'anticorps présentant une réactivité croisée contre les différents types de sérotypes 
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de S. pneumoniae. Quant au tétrasaccharide PnTS14 utilisé dans ce modèle d'étude, il correspond à 

la plus petite unité de polysaccharide capsulaire identifiée permettant la génération d'anticorps 

fonctionnels contre le sérotype 14 de S. pneumoniae (Safari et al. 2008). Il a pour avantage d’être 

plus facilement synthétisable comparativement à d'autres unités saccharidiques capsulaires plus 

complexes. De plus, le sérotype 14 est l'un des plus virulents et l’un de ceux ayant développé le plus 

de résistance aux antibiotiques (Stacevičiene et al. 2016). L'association de la PsaA et du PnTS14 

devrait alors permettre de répondre au premier objectif. Cette association a d'ailleurs déjà été mise 

en place lors d'une thèse développée en parallèle de celle-ci (thèse de Maruthi Prasanna, (Prasanna 

et al. 2019)). 
 

Contexte et Stratégie pour fournir un glycoconjugué homogène permettant l’étude de la 

position de greffage sur du sucre PnTS14 sur la protéine porteuse mPsaA : 
 

 Ce conjugué entre la mPsaA (forme mature de la PsaA) et le tétrasaccharide PnTS14 a donc 

déjà été utilisé lors d'une étude précédente au laboratoire portant sur le mode d'administration de 

ce vaccin (thèse Maruthi Prasana (Prasanna et al. 2019)). Le conjugué entre la mPsaA et le 

tétrasaccharide PnTS14 avait alors été généré à l'aide d'une conjugaison aléatoire grâce à la 

dérivatisation des lysines par des groupements S-acétylthio permettant la conjugaison (Chapitre 2, 

section II.2.2.2.1). Le conjugué était composé d’une moyenne de 5,4 PnTS14 pour 1 protéine mPsaA. 

Ce vaccin glycoconjugué ainsi que des contrôles tels que la protéine mPsaA seule, ou le conjugué 

analogue BSA-PnTS14 ont alors été utilisés afin d'immuniser des souris, dont la réponse a été 

analysée par ELISA. Un des résultats intéressants de cette étude est que la réponse induite par le 

conjugué mPsaA-PnTS14 entraînait une réponse moins forte contre la mPsaA en comparaison de la 

réponse induite grâce à l'immunisation avec la mPsaA seule. Parmi les nombreuses hypothèses 

pouvant expliquer ce résultat, il est possible que :  

 

 Hypothèse 1 : La réponse anti-sucre est plus importante que la réponse anti-protéine à cause 

d'une compétition entre les différents épitopes. 

En effet, la réponse immunitaire peut se développer contre une partie d'un antigène que l'on appelle 

épitope dominant. Peu de réponse immunitaire sera alors déployée contre un épitope secondaire. Il 

est donc possible que la présence du sucre capte l'essentiel de la réponse immunitaire limitant ainsi 

la réponse anti-mPsaA. 
 

 Hypothèse 2 : Le greffage des tétrasaccharides masque des épitopes de la mPsaA 

En effet, les sites de greffage des tétrasaccharides n'étant pas maîtrisés, ceux-ci peuvent cacher des 

séquences immunogènes de la protéine mPsaA. 
 

 Comme nous pouvons le voir ci-dessus, au cours de cette étude la question de l'influence du 

site de greffage du tétrasaccharide s'est posée. Les différents épitopes B et T de la PsaA ont été 

identifiés ce qui permet d’avoir une approche rationnelle sur la position du greffage du 

tétrasaccharide par rapport aux séquences immunogènes. Cependant, pour étudier ce paramètre, 

nous devons générer des glycoconjugués site-spécifiques. Pour cela, il est possible d'utiliser la 

réactivité des cystéines, ce qui est testé dans le cadre d'un projet réalisé en parallèle de cette thèse 

(Thèse Aline Pillot, (Pillot et al. 2019)). Cependant, pour certaines protéines les cystéines peuvent 

être impliquées dans leur structure 3D, il n'est donc pas toujours possible de réaliser des mutants 

cystéines afin de réaliser de la conjugaison ciblée. Nous cherchons donc à implémenter une nouvelle 

technologie de conjugaison ciblée par l'utilisation d'acides aminés non naturels qui serait applicable à 

un plus grand nombre de protéines. En effet, ceux-ci peuvent en théorie être incorporés à toute 

position au sein de la protéine. Pour cela, nous allons utiliser la réactivité de la N-ɛ-
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propargyloxycarbonyl-L-Lysine communément appelée Propargyl-Lysine (PrK). En effet, le 

groupement propargyle de la PrK peut réagir spécifiquement par une réaction bioorthogonale de 

type chimie click (CuAAC) avec un groupement azoture présent sur le tétrasaccharide synthétique. 

Afin de contrôler sa position d'incorporation, la méthode d'incorporation site-spécifique utilisant des 

aminoacyl-ARNt synthétases a été utilisée lors de cette thèse (Chapitre 1, section IV.3). Trois 

positions ont été testées afin de déterminer quel type de site de greffage permet une réponse 

immunitaire optimale. Ce travail est présenté section I suivante. Un travail d'optimisation de 

l'incorporation de l'acide aminé non naturel a également été réalisé et sera présenté section II 

suivante. 

 

Stratégie pour fournir un glycoconjugué multivalent homogène afin de permettre l'étude de 

l'influence du ratio sucre greffé/protéine porteuse sur la réponse immunitaire : 
 

 L'incorporation d'acides aminés non naturels est une technologie que nous voulions 

implémenter au sein du laboratoire et la rareté de leur utilisation lors de la mise au point de vaccins 

glycoconjugués malgré leur fort potentiel a permis l'élaboration d'un axe original (prochainement 

publié au sein du journal JoVE). Cependant, la génération de vaccins site-spécifiques homogènes était 

une question déjà en cours d'étude au laboratoire. Pour cela des mutants cystéines ont été générés 

et les conjugués ont été réalisés par des réactions de thiol addition (Thèse Aline Pillot, (Pillot et al. 

2019)). Ces conjugués ont ensuite été utilisés pour l'immunisation de souris, dont la réponse 

immunitaire a été analysée par ELISA. Ces conjugués sont monovalents, c'est à dire qu'il y a un seul 

tétrasaccharide lié à une protéine. La réponse immunitaire anti-mPsaA s'est révélée variable en 

fonction de la position de greffage ce qui souligne l'importance de l'objectif précédent.  

Ce travail a également soulevé un second problème. En effet, la réponse anti-PnTS14 s'est 

avérée très faible par rapport aux réponses obtenues lors de l’étude des conjugués générés de façon 

aléatoire au cours de la thèse de Maruthi Prasanna. Ces résultats obtenus lors des travaux des thèses 

de Maruthi Prasanna et Aline Pillot, sont résumés dans le Tableau 15 ci-dessous (Prasanna et al. 

2019; Pillot et al. 2019). Bien que nous ne puissions pas négliger l’impact de la position de greffage et 

des différents paramètres composant le vaccin (dose injectée, nombre des injections, adjuvant), nous 

pouvons remarquer que la répartition de l'intensité de la réponse immunitaire entre le 

tétrasaccharide PnTS14 et la mPsaA semble être corrélée avec le rapport saccharide/protéine. En 

effet, la réponse immunitaire semble plus favorablement dirigée contre la mPsaA lorsque le conjugué 

comprend environ un tétrasaccharide PnTS14 pour une protéine. A l’inverse, la réponse est plus forte 

contre le tétrasaccharide lorsque le rapport est de 5,4 tétrasaccharides pour une protéine.  

Nous avons alors développé une méthode permettant la génération d'un glycoconjugué site-

spécifique trivalent entre la mPsaA et le tétrasaccharide PnTS14 à l'aide de l'incorporation multiple 

de Propargyl-Lysine. Ce travail est détaillé dans la section III. 

 
Tableau 15: Résumé de précédents travaux vaccinaux réalisés au sein du laboratoire 

Type de conjugué  

(ratio PnTS14/mPsaA) 

Réponse anti-PnTS14 Réponse anti-mPsaA Référence 

Aléatoire (5,4/1) Forte Faible (Prasanna et al. 
2019) 

Cystéine (1/1) Faible Forte (Pillot et al. 
2019) 

Propargyl-Lysine (3/1) Objet de ce projet Objet de ce projet En cours 



109 
 

I. Génération de conjugués monovalents site-spécifiques entre la mPsaA 

et le tétrasaccharide PnTS14 à l'aide de la Propargyl-Lysine. 

I.1 Méthode d'incorporation de l'acide aminé non naturel 

 Afin d'incorporer la PrK au sein de la mPsaA, la méthode d’incorporation d’acides aminés non 

naturels de manière site spécifique (décrite Chapitre 1, section IV.3) est employée. Cette méthode 

consiste à utiliser la machinerie de la traduction. Pour rappel, lors de la traduction classique, une 

aminoacyl ARNt synthetase (aaRS) catalyse la liaison entre un acide aminé et l'ARNt correspondant. 

Puis cet ARNt chargé est utilisé par le ribosome lors de la traduction afin de synthétiser le 

polypeptide. Afin d'incorporer un acide aminé non naturel (NAA), une aaRS et un ARNt orthogonaux 

sont utilisés. Cette aaRS est spécifique pour l'acide aminé non naturel ainsi que pour l'ARNt 

orthogonal qui possède un anti-codon permettant la suppression du codon stop TAG (Figure 14, 

Chapitre 1, section IV.3). Afin d'incorporer un acide aminé non naturel de manière site-spécifique, il 

faut une souche bactérienne d'expression co-transformée avec deux plasmides : un plasmide portant 

le gène d'expression de la protéine cible avec un codon stop TAG à la position d'incorporation 

choisie, ainsi qu'un plasmide portant les éléments orthogonaux pour l'incorporation de NAA (l'aaRS 

et l'ARNt). L'acide aminé non naturel sera alors ajouté au milieu de culture bactérienne et sera 

intégré à la protéine recombinante durant sa traduction dans la bactérie. 

 Pour incorporer la Propargyl-lysine, nous avons utilisé le couple pyrrolysyl ARNt synthétase et 

ARNt issu de l'archée Methanosarcina mazei. En effet, cette aaRS sauvage reconnait spécifiquement 

la PrK sans mutation supplémentaire au niveau de son site actif. Comme cette aaRS et cet ARNt sont 

issus d'une archébactérie, ils sont orthogonaux au système de traduction de l'organisme de 

production (ici E.coli). Cette propriété est importante car elle évite les erreurs d’incorporation dues à 

une réactivité croisée entre l'aaRS orthogonale et des ARNt endogènes ou entre l'ARNt orthogonal et 

des aaRS endogènes. De plus l'ARNt possède un anticodon complémentaire du codon stop TAG, un 

codon non utilisé chez la bactérie E. coli.  

 

I.2 Synthèse de la Propargyl-Lysine 

L'acide aminé non naturel utilisé au cours de ce projet est la Propargyl-Lysine (PrK). Cet acide 

aminé porte une fonction propargyle pouvant réagir spécifiquement dans un milieu complexe avec 

une fonction azoture par chimie click. Afin de l'incorporer au sein de la protéine mPsaA, la PrK a été 

ajoutée au milieu de culture lors de la production protéique et doit donc être synthétisée en grande 

quantité. Au cours de cette thèse, environ 10 grammes ont été produits selon une synthèse chimique 

en deux étapes à partir de la Boc-L-Lysine commerciale (Chapitre 4, section I et Figure 54). La 

première étape consiste en une attaque nucléophile du groupement amine de la chaine latérale de la 

Boc-Lysine sur le chloroformate de propargyle en milieu aqueux basique afin d’y greffer la fonction 

alcyne. Cette méthode est apparentée à la méthode de Schotten-Baumann qui conduit à la formation 

d’une fonction à partir d'un chlorure d'acyle et d'une amine primaire ou secondaire. La deuxième 

étape consiste à déprotéger la fonction amine de la chaine principale à l'aide de d'acide 

trifluoroacétique (TFA). Cette déprotection a été suivie par Chromatographie sur Couche Mince 

(CCM), puis l’identité du produit obtenu par précipitation dans le diéthyléther a été vérifiée par RMN 

(Figure 55). La déprotection est visible sur CCM car l'acide aminé non naturel déprotégé est plus 

polaire grâce à la déprotection de la fonction amine et donc son coefficient de migration est plus 

faible au sein du solvant. En effet, le coefficient passe de 0,90 à 0,38 par rapport à l'acide aminé 

protégé dans le mélange Dichlorométhane/Méthanol (en proportion 9/1). L'acide aminé non naturel 
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est ensuite dissout à 100mM dans de l'eau distillée et la solution obtenue est stockée en aliquots de 

1mL en vue de son utilisation ultérieure. 

 
Figure 54 : Synthèse de l'acide aminé non naturel : la Propargyl-Lysine 

500mg (2.03mmol) de Boc-Lysine commerciale a été dissout dans 5mL de NaOH (1M) et 5mL de THF, puis la solution a été 
refroidie. 158µL (1.62mmol) de propargyl-chloroformate est ajouté goutte à goutte à la solution, puis la solution est incubée 
à température ambiante avec agitation pendant environ 10h. Après lavage avec de l’éther froid, le produit intermédiaire 2 
est extrait avec de l’acétate d’éthyle. Puis les solvants sont évaporés. Le rendement de cette première étape est d’environ 
80%. Le composé intermédiaire 2 est ensuite dissout dans 4mL de Dichlorométhane et 4mL de TFA est ajouté goutte à 
goutte. La solution est incubée environ 2h à température ambiante, puis les solvants sont évaporés et le produit final 
(composé 3) est précipité à l’aide de diéthyl-ether. Le rendement de cette deuxième étape est d’environ 90%.  
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Figure 55: RMN et CCM obtenue lors de la synthèse de la Propargyl-Lysine 

-Insert: Suivi de la déprotection de la Boc-L-Lysine (prop-2-ynyloxycarbonyl)-OH par Chromatographie sur couche mince (sur 
plaque de silicium de 0,25mm, dont la migration a été réalisée dans un mélange Dichlorométhane/Méthanol (9:1) et révélée 
par de la vaniline (dans un mélange acide sulfurique/éthanol 1.5:95 v/v)). Les spots sont les suivants : à gauche la Boc-L-
Lys(prop-2-ynyloxycarbonyl)-OH (Rf 0.90), et à droite la propargyl-lysine (Rf 0.38).  
-Spectres RMN 400 MHz 1H (A) et 13C (B) de la propargyl-lysine dans du D2O. 
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I.3 Choix des sites d’incorporation de la Propargyl-Lysine et mutagénèse de la mPsaA 

Malgré l’importance de ce paramètre, l’impact de la position du greffage de l’haptène sur une 

protéine porteuse immunogène n’a que très rarement été étudié. Au cours de cette thèse, nous 

allons créer un vaccin glycoconjugué homogène. Le saccharide peut alors être conjugué au sein, à 

proximité ou éloigné d’un épitope B ou T. Une présentation du tétrasaccharide à proximité d’un 

épitope pourrait soit potentialiser la réponse immunitaire, soit masquer des épitopes importants.  

Les épitopes B sont les épitopes linéaires ou structuraux contre lesquels des anticorps sont 

développés. Tandis que les épitopes T sont des portions de séquences présentés au niveau du CMHII 

aux lymphocytes T qui vont induire une amplification de la réponse. Ces deux types d’épitopes ont 

été identifiés sur la protéine mPsaA (Figure 56). Les épitopes B ont été déterminés grâce à des études 

réalisées à l’aide d’anticorps monoclonaux ou par phage display en utilisant des librairies de peptides 

(Srivastava et al. 2000; Johnson et al. 2002). Quant aux épitopes T, ils ont été prédits in silico puis 

vérifiés expérimentalement chez la souris (Singh et al. 2013). Les épitopes B sont représentés en rose 

et les épitopes T en rouge sur la Figure 56. 

Le choix des positions à tester afin de générer des vaccins glycoconjugués monovalents site-

spécifique s'est porté sur trois lysines : K24, K213 et K229 (Figure 56). La position K24 est située loin 

des épitopes de la protéine, alors que les positions K213 et K229 sont situées à l'intérieur d’épitopes 

T mais en dehors des épitopes B. En effet, leur présence au niveau des épitopes B pourrait empêcher 

la reconnaissance de la mPsaA par des anticorps. Par contre, nous supposons que leur présence à 

proximité d'épitopes T peut favoriser l'amplification et la pérennisation de la réponse anti-sucre 

comme cela a pu être démontré par Avci et al. (Chapitre 2, section II.2.5.2, (Avci et al. 2011)). De plus 

ces positions sont toutes des lysines. En effet, la méthode aléatoire qui a été employée afin de 

générer le conjugué lors du travail réalisé par Maruthi Prasanna a utilisé la réactivité des lysines, et la 

méthode ciblée utilisant des mutations en cystéines a également été réalisée à des positions 

correspondant à des lysines dans la protéine sauvage. Effectuer le greffage du tétrasaccharide à la 

position d'une lysine devrait donc faciliter la comparaison de nos résultats avec les résultats issus de 

travaux parallèles.  
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Figure 56: Choix des positions d'incorporation de la PrK au sein de la mPsaA (PDB: 1PSZ) 

La protéine est représentée en cartoon, les chaines latérales des lysines ont été représentées en sticks. (A) Les zones 

immunogènes ont été colorées en rose pour les épitopes B et (B) en rouge pour les épitopes T helper. Les positions choisies 

pour incorporer la PrK ont été colorées en bleu et entourées par un cercle bleu.  

 L'incorporation d'acides aminés non naturels de façon site-spécifique nécessite la mutation 

du gène de la protéine cible afin de générer un codon stop TAG à la position où il sera incorporé 

(rappel de la méthode d'incorporation section I.1). Ces mutations ont donc été générées par 

mutagénèse dirigée (méthode décrite Chapitre 4, section III). L'expression de ces protéines au sein 

d'E. coli aboutit alors à la production de protéines tronquées (Figure 57). En effet, en l'absence de PrK 

ou de la machinerie orthogonale permettant son incorporation (aaRS et ARNt), la traduction 

s'interrompt au codon stop TAG. Comme nous pouvons le voir sur la Figure 57, il y a donc production 

des protéines tronquées K213 et K229 d’environ 21,5kDa et 24,2kDa respectivement (flèche verte et 

rouge respectivement) au lieu de 34,14kDa pour la protéine sauvage (flèche bleue). La protéine 

tronquée K24 n'est pas visible, mais cette protéine est très petite (environ 2,5kDa) et est 

probablement dégradée chez E. coli. 
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Figure 57: Formes tronquées de la Pneumococcal surface adhésine A mature (mPsaA)   

Analyse SDS-PAGE (gel d’acrylamide 12%) d’extraits totaux de cultures bactériennes BL21(DE3) transformés avec les 
plasmides d’expression pET11a contenant les gènes tronqués de la mPsaA en positions K24, K213 et K229 ou le gène de la 
protéine sauvage mature (sans le peptide d’adressage) mPsaA-WT.  

 

I.4 Vérification de l’entrée de la Propargyl-Lysine dans la bactérie 

 La Propargyl-Lysine est un acide aminé non naturel dont le mécanisme d'entrée dans la 

cellule n'est pas connu. Comme les premiers essais d'incorporation de la Propargyl-Lysine n'étaient 

pas fructueux (données non montrées), nous avons voulu vérifier qu'elle pouvait bien pénétrer à 

l'intérieur des bactéries lors des conditions utilisées pour l'expression de protéine. Pour cela, nous 

avons réalisé une culture bactérienne sur 24h dans les conditions d'expression sans ou à une 

concentration de 10mM de Propargyl-Lysine. Après lavage et lyse des cellules, nous avons analysé 

1µL des lysats bactériens par chromatographie sur couche mince (CCM) en le comparant à de la PrK 

pure à 10 et 1mM. (méthode décrite Chapitre 4 section II). Comme nous pouvons le voir sur la Figure 

58, lorsque la culture est réalisée avec la Propargyl-Lysine, il y a apparition d'une tâche orange 

(indiquée par une flèche rouge) qui correspond à la PrK. Cette tâche n'est pas présente au niveau de 

la culture bactérienne sans PrK. Comme les bactéries ont été lavées plusieurs fois afin d'éviter toute 

contamination avec la PrK du milieu avant la lyse des cellules, cela confirme l'entrée de la Propargyl-

Lysine au sein des bactéries. Une analyse de l’image par le logiciel Image Studio Lite a permis 

d’évaluer approximativement l’intensité de la tâche (indiquée par la flèche rouge Figure 58). Au 

niveau du lysat de culture, elle correspond à environ 34% de la tâche correspondant à la tâche de la 

PrK à 1mM, soit environ 2% de la PrK mise dans le milieu de culture. De plus, nous avons également 

réalisé cette expérience avec un temps d’incubation d’environ 8h, et nous avons pu noter l’absence 

de cette tâche correspondant à la Propargyl-Lysine. A une concentration de 10mM, la PrK semble 

donc pénétrer au sein des BL21(DE3). Cependant, il est possible que ce transport soit lent.  
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Figure 58: Vérification de l'entrée de la Propargyl-Lysine dans les bactéries par Chromatographie sur Couche mince (CCM) 

Une culture de 5mL de BL21(DE3) a été réalisée en présence ou non de 10mM de PrK durant 24h. La culture a ensuite été 
centrifugée à 5000g pendant 10min. Le culot a été lavé 3 fois avec 5mL de tampon phosphate froid, puis resuspendu dans 
300µL avant d’être lysé par sonication. Un microlitre de ce lysat a alors été déposé sur CCM, ainsi qu’1µL d’une solution de 
Propargyl-Lysine à 10mM et 1mM. La plaque CCM a ensuite été migrée et révélée (solvant d’élution : Butanol/acide 
acétique/eau en proportions (10/2.5/2.5) et révélateur : ninhydrine). 

 

I.5 Production des mutants mPsaA-PrK au sein du plasmide pET11a 

 Afin d'incorporer la Propargyl-Lysine au sein de la mPsaA, les plasmides pET11a-mPsaA 

portant les différentes mutations K24TAG, K213TAG, K229TAG et pEVOL ont été co-transformés au 

sein de la souche bactérienne d'expression (BL21(DE3)).  

 Le plasmide pET11a porte donc le gène d'expression de la mPsaA avec les mutations TAG 

nécessaires pour l'incorporation de la PrK aux positions choisies (K24TAG, ou K213TAG, ou K229TAG), 

ainsi qu'une étiquette histidine en N-terminal suivi d'un site de coupure de la protéase TEV. Les 

protéines produites peuvent alors être détectées par WesternBlot à l'aide d'un anticorps dirigé 

contre l'étiquette histidine. Comme cette étiquette est située en N-terminal de la protéine cible, cela 

permet alors la détection des formes tronquées n'ayant pas incorporé la PrK et des protéines 

complètes ayant incorporé l'acide aminé non naturel. Cette construction permet donc l'analyse de la 

production de la protéine cible ainsi qu'une évaluation qualitative du rendement d'incorporation. Ce 

plasmide d'expression est présenté en annexe 2 et 3. 

 Le plasmide pEVOL porte les gènes d'expression de la pyrrolysyl-ARNt synthétase et de 

l'ARNtCUA issus de l'archée Methanosarcina mazei. Le plasmide pEVOL porte deux copies de la 

synthétase, une sous le contrôle d'un promoteur constitutif (GlnS) et l'autre sous le contrôle d'un 

promoteur inductible à l'arabinose (Chapitre 1, section IV.4.3). La copie de l'ARNtCUA est sous le 

contrôle d'un promoteur constitutif (ProK). Ce plasmide a été décrit dans la publication (T. S. Young 

et al. 2010) et est présenté en annexe 2 et 3. 

 Afin de vérifier l'incorporation spécifique de la PrK au sein de la protéine, des cultures ont été 

réalisées sans PrK ou avec 1mM de PrK ainsi que sans arabinose. Des extraits bruts de ces cultures 

ont ensuite été analysés par WesternBlot. Comme nous pouvons voir sur la Figure 59, l’absence de 

bande de la taille de la protéine sauvage dans ces conditions confirme que la synthétase n’incorpore 

pas d’autre acide aminé que la PrK au niveau du codon stop TAG et qu’une autre synthétase que 

celle de M. mazei ne charge pas l’ARNt orthogonal avec un acide aminé naturel. De plus, en présence 

d’arabinose et en absence de PrK, il y a arrêt de la traduction au niveau du codon stop TAG, nous 

pouvons donc voir les protéines tronquées K213 et K229 (flèche rouge Figure 59). Les protéines 

complètes ayant la même taille que la protéine sauvage ne sont exprimées qu'en présence 

d’arabinose et de PrK, ce qui est un signe de l’incorporation spécifique de cette dernière (flèche 

bleue Figure 59). Par contre, nous pouvons voir que des protéines tronquées sont toujours exprimées 
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même en présence de PrK (flèche rouge Figure 59). Ces protéines peuvent s'expliquer par la présence 

d'un facteur d'arrêt de la traduction RF1 au sein de la souche d'expression. Au sein de la bactérie, RF1 

reconnait les codons stop UAA et UAG. (Chapitre 1, section IV.4.2.2). Lorsqu'il y a incorporation d'un 

acide aminé non naturel, il y a donc une compétition entre l'ARNtCUA qui porte la PrK et le facteur de 

terminaison RF1 qui reconnait le codon UAG en tant que codon stop. De plus, cet arrêt prématuré de 

la traduction peut également s'expliquer par l'efficacité catalytique plus faible de l'aaRS orthogonale 

comparativement aux aaRS endogènes.  

 
Figure 59: Vérification par WesternBlot de la production des différents mutants mPsaA contenant la Propargyl-Lysine 

Analyse par Westernblot d’extraits bruts de production des différents mutants de la mPsaA en présence ou en absence de 
PrK et d’arabinose. La protéine sauvage et les protéines complètes ayant incorporé la PrK sont indiquées par une flèche bleu, 
tandis que les protéines tronquées sont indiquées par une flèche rouge.  

 

 Afin de produire les différents vaccins glycoconjugués, il faut purifier les protéines ayant 

incorporé la PrK. Cependant, lorsque l'étiquette Histidine est située en N-terminal comme au sein du 

plasmide pET11a, la purification sur colonne de nickel conduira à un mélange de protéines tronquées 

et de protéines complètes. La différence de taille n'est pas assez importante pour permettre de les 

séparer sur la colonne Superdex de chromatographie d'exclusion stérique disponible au laboratoire 

(donnée non montrées). Afin de les séparer efficacement, nous avons recloné le gène de la mPsaA 

sauvage et des formes mutées avec l'étiquette histidine en C-terminal au sein du plasmide pET24d. 

En effet, lorsque cette étiquette histidine est en C-terminal, seules les protéines complètes ayant 

incorporé la PrK seront alors purifiées par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel. En effet, 

la traduction des protéines tronquées s'est arrêtée avant la traduction de l'étiquette histidine.  

I.6 Clonage des mutants mPsaA-TAG au sein du plasmide pET24, production et 

purification des protéines recombinantes 

 Le gène de la mPsaA sauvage et les gènes présentant les mutations K24TAG, K213TAG et 

K229TAG ont donc été reclonés au sein du plasmide pET24d avec une étiquette histidine en C-

terminal et un site de coupure pour la protéase TEV. Comme présenté dans la Figure 60 ci-dessous, 

un mélange de protéines tronquées (flèches rouges Figure 60) et de protéines complètes (flèche 

bleue Figure 60) est observé comme pour la construction précédente. Cependant, seules les 



117 
 

protéines complètes contenant la PrK possèdent l'étiquette histidine. Ces protéines complètes 

peuvent donc être purifiées par chromatographie d'affinité sur des billes de nickel comme nous 

pouvons le voir sur la Figure 61 avec la purification du mutant K213 malgré la présence abondante de 

la protéine tronquée.  

 
Figure 60 : Vérification par SDS-PAGE de la production des différents mutants mPsaA contenant la Propargyl-Lysine 

Analyse SDS-PAGE (gel d’acrylamide 12%) d’extraits bruts de production (fraction soluble) des différents mutants de la 
mPsaA en présence ou en absence de PrK et d’arabinose. La protéine sauvage et les protéines compètes ayant incorporées la 
PrK sont indiquées par une flèche bleue, tandis que les protéines tronquées sont indiquées par des flèches rouges.  

 

 

Figure 61 : Purification par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel du mutant mPsaA-K213. 
Analyse SDS-PAGE (gel acrylamide 12%) de 15µL des différentes fractions de purification du mutant mPsaA-K213PrK ayant 
incorporé la PrK. Ce mutant a été produit au sein du plasmide pET24d portant l'étiquette histidine en C-terminal. La 
purification a été effectuée grâce à des billes de Nickel et en utilisant du tampon phosphate contenant une quantité 
croissante d’imidazole. La fraction non retenue est notée NR, puis la concentration en mM d'imidazole des différentes 
fractions sont indiquées. 

I.7 Conjugaisons par chimie click (CuAAC) 

 La protéine mPsaA contenant une PrK à différentes positions a ensuite été conjuguée avec le 

tétrasaccharide par chimie click grâce aux propriétés de la PrK. La chimie click utilisée est la CuAAC 

(Copper(I)-catalyzed Alkyne Azide Cycloaddition). Cette réaction a lieu entre une fonction alcyne et 

une fonction azoture, elle est catalysée par du Cuivre I et peut être réalisée en milieu aqueux 

complexe. De plus, elle est orthogonale et donc très spécifique. Cependant, cette réaction est 
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sensible à la température, elle sera donc plus efficace si elle est réalisée à température ambiante 

plutôt qu’à 4°C.  

 Nous avons tout d'abord voulu tester la résistance de notre protéine aux différents réactifs 

de conjugaison et à une incubation à température ambiante. Pour cela, nous avons réalisé des 

mesures de dichroïsme circulaire de la protéine ayant été incubée selon les différentes durées de 

conjugaison (1h, 1h30). Le dichroïsme circulaire est la mesure de l'absorption d'une lumière 

polarisée. En effet, les protéines possèdent des structures asymétriques qui vont l'absorber 

différemment (hélices α, feuillets β) et si la protéine est dénaturée le signal d'absorption sera plus 

faible. Comme nous pouvons le voir sur la Figure 62, le signal n'a pas changé d'intensité malgré 

l'exposition de la protéine aux différents réactifs de chimie click et à son incubation à température 

ambiante. La protéine ne semble donc pas se dénaturer et ces conditions de conjugaison peuvent 

être utilisées. 

 

Figure 62 : Analyse par Dichroisme circulaire de la résistance de la protéine mPsaA aux réactifs de conjugaison. 
La mPsaA a été mis au contact des différents réactifs de conjugaison pendant 30min, 1h ou 1h30. Un contrôle négatif de la 

mPsaA sans les réactifs de conjugaison a également été réalisé. Puis l’intégrité de la structure de la mPsaA a été vérifiée par 

dichroisme circulaire.  

 

 La conjugaison a été analysée par SDS-PAGE. En effet la conjugaison entraîne une 

augmentation de la taille de la protéine de 776 Da. Cependant, deux bandes ont été observées 

reflétant une conjugaison incomplète (données non montrées). Le temps d'incubation a donc été 

augmenté à 10h-14h (sur la nuit). De plus, lors du procédé final, la quantité de cuivre a été 

augmentée (section I.7). Ces conditions ont également été vérifiées en dichroïsme circulaire (Figure 

63). Le signal est relativement stable, une différence 15% du signal entre la protéine dans les 

conditions de conjugaison par rapport à la protéine contrôle (signal de -17 au lieu de -20) a été 

observée à 220 nm, ce qui peut correspondre à une dénaturation partielle des protéines. Cet écart 

semble cependant assez minime et considéré comme acceptable car ces conditions sont nécessaires 

pour la conjugaison complète de nos protéines, elles ont donc été conservées. 

 
Figure 63 : Analyse par Dichroisme circulaire de la résistance de la protéine mPsaA aux réactifs de conjugaison sur la nuit. 
La mPsaA a été mise au contact des différents réactifs de conjugaison pendant 10-14h (sur la nuit) avec une quantité de 

cuivre augmentée. Un contrôle négatif de la mPsaA sans les réactifs de conjugaison a également été réalisé. Puis l’intégrité 

de la structure de la mPsaA a été vérifiée par dichroisme circulaire. 
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 La conjugaison entre la protéine mPsaA et le tétrasaccharide est difficile à analyser. En effet, 

le tétrasaccharide est petit (776Da) et le léger changement de taille de la protéine après conjugaison 

de ce composé est donc difficile à observer sur gel d'acrylamide. Dans un premier temps, 

l’accessibilité de la fonction alcyne de la protéine a donc été vérifiée grâce à la conjugaison de la 

mPsaA avec une hexachloro-fluorescéine-azide disponible commercialement (Figure 64). Ce composé 

étant fluorescent, sa conjugaison avec la protéine va donc la rendre visible sur gel d'acrylamide 

illuminé par des rayons UV.  

 
Figure 64 : Schéma représentant la réaction de conjugaison CuAAC entre la protéine et la fluorescéine. 

La fluorescéine porte une fonction azoture, ce qui permet de la conjuguée à la protéine ayant incorporé la Propargyl-Lysine 
(qui porte une fonction alcyne). La protéine conjuguée est donc fluorescente et peut donc être visualisée sur gel SDS-PAGE 
sous une lumière UV (max absorption : 535nm, max émission : 556nm).  

 

 L'expérience de conjugaison a été réalisée avec la protéine mPsaA-K24PrK et avec la mPsaA 

sauvage en tant que contrôle négatif. L'histidine-tag a préalablement été clivé à l'aide de la TEV 

protéase. En effet, il est plus propice pour la réaction de conjugaison par click d'enlever l'étiquette 

histidine car celle-ci pourrait complexer les ions cuivres ce qui les rendrait moins disponibles pour la 

catalyse de la réaction de conjugaison. Comme on peut le voir sur la Figure 65, seule la protéine 

mPsaA-K24PrK est fluorescente après conjugaison avec la fluorescéine. Ce résultat confirme la 

présence de la propargyl-lysine au sein de la protéine et sa disponibilité pour une réaction de 

conjugaison. 

 

Figure 65 : Conjugaison de la mPsaA WT et K24PrK avec la flurorescéine.  
La mPsaA sauvage et la protéine mPsaA portant la mutation K24PrK ont été digérées par la TEV protéase avec d’enlever 
l’étiquette histidine, puis ont été conjuguées avec la fluorescéine. Un échantillon de chacune des étapes a ensuite été déposé 
sur gel SDS-PAGE (gel d’acrylamide 12%), puis le gel a été visualisé sous une lumière UV (image à droite), puis coloré au bleu 
de coomassie (image à gauche). La fluorescéine fait 665,09Da.  

 

 L'étape de conjugaison ayant été validée par la conjugaison avec la fluorescéine, une 

expérience de conjugaison avec le tétrasaccharide a ensuite été réalisée Figure 66. Comme le 

tétrasaccharide est petit (776Da), la différence de taille entre la protéine WT ou K24PrK ayant été 

conjuguée avec celui-ci, n'est pas très visible (puits 4 et 7 dans la Figure 66). Afin de pouvoir mieux 
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l'analyser, nous avons fait co-migrer les échantillons avant et après conjugaison de la protéine WT et 

de la protéine K24PrK (puits (3+4) et (6+7) dans la Figure 66). Nous pouvons alors voir une seule 

bande pour la protéine WT et une double bande pour la protéine K24PrK, ce qui semble bien 

confirmer la conjugaison spécifique du tétrasaccharide sur la PrK. 

 

Figure 66: Conjugaison par chimie click de la mPsaA (WT et K24) avec le tétrasaccharide. 
La mPsaA sauvage et la protéine mPsaA portant la mutation K24PrK ont été digérées par la TEV protéase avec d’enlever 
l’étiquette histidine, puis ont été conjuguées avec le tétrasaccharide. Un échantillon de chacune des étapes a ensuite été 
déposé sur gel SDS-PAGE (gel d’acrylamide 12%), puis le gel a été coloré au bleu de coomassie. Le tétrasaccharide fait 
776Da.  
 

La réaction de conjugaison est ensuite stoppée par ajout d’EDTA en excès suivi d’une 

chromatographie d’exclusion stérique (Chapitre 4, section III.7). Cette étape permet alors de séparer 

la protéine conjuguée du cuivre et des réactifs de conjugaison qui pourraient dénaturer la protéine. 

De plus, cela permet aussi de séparer le conjugué du tétrasaccharide libre. En effet, celui-ci est 

également ajouté en fort excès lors de la conjugaison. Afin de valider cette étape, la protéine mPsaA-

K24PrK ayant été conjuguée avec le tétrasaccharide a également été analysée par spectrométrie de 

masse. La masse trouvée est alors de 34 088Da pour une masse calculée de 34 091Da. Ce résultat 

confirme alors la conjugaison car la faible différence de la masse (3 Da) est due à la variabilité de la 

mesure.  

 Le procédé de production semble alors validé, cependant pour permettre les immunisations 

des souris après l’ensemble des étapes de purification, il est nécessaire de produire environ 2mg de 

chaque conjugué. Or la digestion par la TEV protéase de la mPsaA ayant l’étiquette hisitine en C-

terminal s'est avérée très inefficace. En effet, la quasi-totalité de la protéine n'est pas clivée. Et ce 

alors que la protéine mPsaA possédant l’étiquette histidine en N-terminal a pu être efficacement 

digérée dans une étude précédente (Prasanna et al. 2019). Il est possible que la structure 3D de la 

protéine ne favorise pas l'accès de la séquence TEV par la protéase lorsque celle-ci est positionné en 

C-terminal. Afin de résoudre ce problème, plusieurs conditions de digestion ont été testées avec 

différents détergents (Triton, CHAPS, Tween20, Tween80). Cependant, aucune de ces digestions 

n'ont permis d'augmenter l'efficacité de clivage de la séquence TEV (données non montrées).   

 Afin de produire nos conjugués, nous avons alors décidé d'utiliser notre construction ayant 

l’étiquette histidine en N-terminal et de développer un système de purification afin de purifier 

uniquement les protéines contenant la Propargyl-Lysine et ayant été conjuguées avec le 

tétrasaccharide.  
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I.8 Développement d’une méthode de purification par chromatographie d’affinité à 

l'aide de la Galectine-3 
 

 Lorsque la purification de la protéine était réalisée à l’aide d’une étiquette histidine en C-

terminal, celle-ci permettait de purifier uniquement les protéines ayant incorporé la Propargyl-

Lysine. Or comme nous l’avons vu au-dessus, cette forme de mPsaA pose problème car l'étiquette 

histidine ne peut pas être clivée efficacement. D’autre part après purification de la protéine avec une 

étiquette histidine en N-terminal, on obtient un mélange de protéines tronquées et de protéines 

ayant incorporé la Propargyl-Lysine. Or la conjugaison étant une étape spécifique à la présence de la 

Propargyl-Lysine, une purification d’affinité sur le tétrasaccharide permettrait d’isoler uniquement 

nos protéines conjuguées, même lorsqu’elles sont mélangées à des protéines tronquées. Nous avons 

dans un premier temps étudié cette faisabilité. 

Au sein du laboratoire, la galectine-3 est produite dans le cadre d'un projet de recherche sur 

le développement d'inhibiteurs de galectines (Dion et al. 2017). Notre tétrasaccharide est composé 

de D-Galp-(1→4)-β-D-Glcp-(1→6)-[β-D-Galp-(1→4)]-β-D-GlcpNAc, et possède donc une unité lactose 

et lactosamine au sein de celui-ci qui pourraient être reconnues par la galectine 3 (Figure 67). 

 
Figure 67 : Structure du tétrasaccharide-N3.  

Le tétrasaccharide est composée de D-Galp-(1→4)-β-D-Glcp-(1→6)-[β-D-Galp-(1→4)]-β-D-GlcpNAc. 

 

 La technicienne en charge des mesures d'affinités d'inhibiteurs de galectine (Annie Lambert) 

a réalisé une mesure d'affinité de la galectine-3 avec le tétrasaccharide par polarisation de 

fluorescence. La constante d'affinité mesurée est d'environ 45 µM. La galectine-3 recombinante est 

purifiée au laboratoire par chromatographie d'affinité utilisant le lactose et la constante de 

dissociation pour ce dernier est de 231 µM et de 60µM pour la lactosamine (Diehl et al. 2010). 

L'affinité de la galectine-3 pour le tétrasaccharide semblait donc suffisante pour réaliser une 

purification par chromatographie d'affinité.  

 Lors du procédé initial, l’étiquette histidine est enlevée avant conjugaison. En effet, celui-ci 

risque de complexer le Cuivre et de le rendre moins disponible pour catalyser la réaction de 

conjugaison. Cependant, comme nous l’avons vu précédemment lorsque cette étiquette histidine est 

présente en N-terminal, le procédé de purification sur billes de Nickel entraîne la co-purification des 

protéines tronquées et des protéines complètes. Leur co-digestion entraînerait la consommation 

d'une grande quantité de TEV protéase. En effet, afin de tester l’efficacité biologique du vaccin 

conjugué celui-ci sera à terme injecté au sein de souris. Nous avons donc besoin de grande quantité 

de protéine ayant subi tout le procédé (environ 2mg par conjugué) et la proportion relative de ces 

protéines n’est pas en faveur des protéines ayant incorporé la Propargyl-Lysine. La production de la 

TEV protéase est réalisée au sein du laboratoire mais sa production à grande échelle est fastidieuse. 

Nous avons donc décidé d’essayer de réaliser la réaction de conjugaison malgré la présence de 
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l'étiquette histidine en utilisant un gradient de cuivre. En effet, augmenter sa concentration permet 

d'avoir une concentration de cuivre disponible suffisante pour catalyser la réaction même si une 

partie de cuivre est complexée par l'étiquette histidine.  

 Comme nous pouvons le voir sur la Figure 68, la réaction de conjugaison entre la fluorescéine 

et le mélange protéines tronquées et protéines complètes semble efficace. L'intensité du signal varie 

cependant entre 0,1 et 0,25 mM de cuivre mais reste stable entre les conditions avec 0,25 mM et 0,5 

mM de cuivre. Afin de s'assurer d'une réaction complète, la réaction de conjugaison aura donc lieu 

en présence de 0,25 mM de cuivre.  

 
Figure 68 : Conjugaison du mutant mPsaAK24PrK en présence d'un gradient de concentration en cuivre. 

La protéine mPsaA portant la mutation K24PrK et l’étiquette histidine en N-terminal a été préalablement purifiée sur billes 
de Nickel. La purification aboutie à un mélange de protéines tronquées et ayant incorporé la PrK ainsi que de protéines 
contaminantes. La réaction de conjugaison a été réalisée avec la fluorescéine sur ce mélange avec différentes concentrations 
de Cuivre (0,1, 0,25 et 0,5mM final). Des échantillons de cette conjugaison ont ensuite été déposés sur gel SDS-PAGE (gel 
d’acrylamide 12%). Celui-ci a été visualisé sous lumière UV (image à droite) afin de visualiser les protéines conjuguées, puis 
le gel a été coloré au bleu de Coomassie (image à gauche).  

 

 Suite à cette vérification, la purification de conjugués mPsaA-tétrasaccharide à l'aide de la 

galectine-3 est donc apparue comme faisable. La purification se déroule en 4 principales étapes 

(Figure 69). Tout d'abord, les galectines ont été fixées sur une colonne commerciale portant des 

groupements NHS qui réagissent avec des amines primaires (présentes à la surface de la protéine, 

par exemple au niveau des lysines). Puis, la colonne a été incubée avec le mélange réactionnel de 

conjugaison, les interactions non spécifiques ont été éliminées par des lavages et enfin les conjugués 

ont été élués à l'aide d'un sucre compétiteur (le lactose). 
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Figure 69: Méthode de purification des conjugués mPsaA-tétrasaccharide à l'aide de galectine-3. 
La purification se déroule en 4 étapes. Les galectines sont d’abord fixées sur une colonne NHS. Le mélange à purifié est 
ensuite incubé avec la colonne. La colonne est lavée et les protéines conjuguées ainsi que le tétrasaccharide libre restent 
fixés sur la colonne. Le mélange est ensuite élué avec un sucre compétiteur. 
 

 Cependant, il s'est avéré que la capacité de fixation des colonnes de galectine-3 était trop 

faible. En effet, la capacité de rétention d'une colonne de galectine-3 fixée à une colonne 

commerciale NHS par rapport à un sucre libre a été décrite comme étant de 1% (Hirabayashi et al. 

2002). Afin de vérifier cette capacité de rétention, nous avons cherché à purifier une autre protéine 

conjuguée au tétrasaccharide (BSA-tétrasaccharide) qui était disponible au laboratoire et nous 

n'avons pu retenir que 0,7 % de la protéine chargée sur la colonne soit 6,3 nmoles pour 870nmoles 

de Galectine-3 fixées. Cependant, nous cherchons à purifier 2 mg de protéine conjuguée, soit environ 

59 nmoles. Ceci correspondrait à répéter la purification au moins 10 fois. De plus, étant donné que le 

conjugué BSA-tétrasaccharide est un conjugué aléatoire avec environ 5 tétrasaccharides fixés sur une 

protéine, et que celui-ci n’était pas en mélange compétitif avec du tétrasaccharide libre, il est 

possible que la capacité de rétention de la colonne soit encore réduite pour le conjugué mPsaA-

tétrasaccharide. Nous avons donc considéré que cette méthode n'était pas adaptée aux échelles de 

purification envisagées.  

I.9 Production des conjugués monovalents site spécifiques 

Nous avons ainsi testé deux approches pour produire les glycoconjugués (procédés 1 et 2 Figure 

70). Cependant, l’efficacité de coupure de l’étiquette histidine par la TEV protéase sur les 

constructions possédant celui-ci en C-terminal s’est avérée inefficace (section I.7) et la purification 

d’affinité possède une capacité de rétention insuffisante (section I.8). Nous avons donc choisi de 

supprimer l’étape de coupure de l’étiquette histidine (procédé 3 Figure 70). En effet, bien que celui-ci 

puisse avoir un effet sur la réponse immunitaire, chaque conjugué aura la même étiquette histidine 

et sera donc potentiellement affecté de manière égale par celle-ci. Deux milligrammes de chaque 

conjugué ont donc été produits selon le procédé 3 (Figure 70) et ont été utilisés pour des tests 

d'immunisation sur des souris. Les composés seront également analysés par spectrométrie de masse 

ce qui pourra confirmer la conjugaison. 
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Figure 70 : Présentation des différents procédés testés pour la production de vaccins glycoconjugués.  

Les étapes ayant entrainé des difficultés sont indiquées en rouge. Le procédé 1 a été compromis par l’inefficacité du clivage 
de l’étiquette histidine par la TEV protéase sur les constructions possédant celui-ci en C-terminal, tandis que le procédé 2 a 
été compris par la capacité de la colonne d’affinité qui s’est avérée trop faible pour notre objectif de production (2mg par 
conjugué). Le procédé 3 a alors été choisi et a permis de réaliser la production de 2mg de chaque conjugué (en position K24, 
K213 ou K229) avec une étiquette histidine en C-terminal. Ces conjugués ont alors été utilisés pour des tests d’immunisation 
sur des souris. 

 

I.10 Conclusion sur la production d’un vaccin monovalent site spécifique 

 La production de glycoconjugués est généralement réalisée par des méthodes aléatoires 

basées sur la réactivité des lysines. Cependant, cela génère des glycoconjugués non homogènes et la 

conjugaison n'est pas ciblée. Il est ainsi difficile d'étudier l’impact de la position du tétrasaccharide 

sur la réponse immunitaire. Des cystéines peuvent être introduites dans la séquence de la protéine 

porteuse afin de réaliser des conjugaisons ciblées. Cependant, les cystéines sont parfois impliquées 

dans des rôles structurels. Ce projet nous a donc permis d'apporter une nouvelle réactivité ciblée 

indépendante de ces contraintes et nous avons pu ainsi produire 2mg de trois conjugués différents 

permettant d’étudier la position du greffage du tétrasaccharide sur la PsaA. De plus, cette 

technologie pourra être utilisée dans le cadre d'autres projets du laboratoire au sein de l'axe de 

recherche sur les vaccins glycoconjugués. Ainsi, dans la continuité de ce projet, par l’utilisation 

combinée de la technologie d’incorporation d’acides aminés non naturels et de mutants cystéines, il 

serait alors possible de greffer spécifiquement plusieurs éléments sur une protéine porteuse. En 

effet, au sein d'un vaccin glycoconjugué des adjuvants sont utilisés afin de booster la réponse 

immunitaire. La liaison covalente de ceux-ci à la protéine peut favoriser leur efficacité en évitant leur 

diffusion. Grâce au couplage de ces technologies, l'impact de la position et du ratio des différents 

éléments du vaccin pourrait alors être étudié. 

II. Optimisation de l'incorporation de la Propargyl-Lysine 
 L'incorporation d'acide aminé non naturel n'est pas aussi efficace que l'incorporation d'un 

acide aminé classique. En effet, des arrêts prématurés de la traduction au niveau du codon stop TAG 

conduisent en général à la production d'un mélange entre des protéines tronquées et des protéines 

complètes ayant incorporé l’acide aminé non naturel. Plusieurs pistes d'optimisation sont 

actuellement étudiées afin d'améliorer l’efficacité d’incorporation (Chapitre 1, section IV.4). Nous 

avons choisi trois pistes afin d'essayer d'améliorer l’efficacité d’incorporation de la PrK dans la 

protéine mPsaA: i) surexpression d'un transporteur de lysine ii) mutagénèse de l'aaRS selon la 

publication (Vangmayee Sharma et al. 2018) et iii) réalisation de plans d'expérience. 
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II.1 Surexpression d'un transporteur de lysine 

 La Propargyl-Lysine est un acide aminé non naturel dont le transport au sein de la cellule 

n'est pas connu. Cependant, comme nous l'avons vu section I.4, la Propargyl-Lysine rentre bien dans 

la bactérie. L'efficacité catalytique d'une enzyme est dépendante de la concentration en substrat. 

Nous pouvons donc supposer qu'en augmentant la concentration intracellulaire de la Propargyl-

Lysine, la catalyse de l’aminoacylation de l'ARNt orthogonal pourrait être augmentée. Nous 

supposons que cela pourrait entraîner une augmentation de la production de protéines contenant la 

Propargyl-Lysine. Au sein de la bactérie, il existe plusieurs transporteurs d'acides aminés plus ou 

moins spécialisés. Pourtant encore peu d'études ont été réalisées afin d'améliorer le transport 

d'acides aminés non naturels. De par sa structure, nous avons émis l’hypothèse que la Propargyl-

Lysine pourrait être transportée vers la bactérie à l'aide du transporteur de la Lysine (LysP). Un 

plasmide pEVOL-1copie a été construit pour faciliter les expériences de criblage au cours du 

deuxième axe d'étude de ma thèse (Chapitre 7 section I.3.3.1). Au sein du plasmide pEVOL-1copie, 

seule la copie de l'aaRS sous le contrôle du promoteur inductible à l'arabinose a été conservée. 

Cependant, l'efficacité d'incorporation n'en semble pas altérée (données non montrées). Le gène du 

transporteur LysP a donc été cloné au sein du plasmide pEVOL à la place de la copie de l'aaRS sous le 

contrôle du promoteur constitutif GlnS, tout en conservant ce promoteur. L’efficacité du 

transporteur LysP a été évaluée par la comparaison du taux d'incorporation de la PrK au sein de la 

protéine de fusion mPsaA-K193TAG-eGFP dans des bactéries portant le plasmide pEVOL-1copie ou le 

plasmide portant également le gène du transporteur LysP, pEVOL-1copie-LysP. L’incorporation de la 

PrK dans cette protéine de fusion conduit à la production d’une protéine complète fluorescente, le 

taux de fluorescence émise par les bactéries reflétant l’efficacité de production de la protéine et 

donc l’efficacité d’incorporation de l’acide aminé non naturel. Comme nous pouvons le voir sur la 

Figure 71, la différence d'incorporation entre les deux souches n'est pas significative. Nous pouvons 

voir qu'à de fortes concentrations de PrK (2,5 mM ou 3 mM), on pourrait supposer une meilleure 

incorporation mais après répétitions des mesures, cela ne semble pas significatif.  

 
Figure 71 : Comparaison de l'efficacité de l'incorporation de la PrK avec ou sans surexpression de LysP. 

Des tests d’incorporations ont été réalisés au sein de BL21(DE3) co-transformée avec le plasmide pEVOL-1copie portant une 
copie de la synthétase ou le plasmide pEVOL-1copie-LysP portant également une copie du gène du transporteur de la lysine 
et le plasmide pET24d portant le gène de la protéine de fusion mPsaA-GFP avec un codon stop à la position K193. Lorsque la 
Propargyl-Lysine est incorporée au sein de la protéine, la protéine fluorescente mPsaA-GFP est donc produite. Cette 
fluorescence est mesurée grâce au spectrophotomomètre TECAN (maximum d’absorption : 488nm, maximum d’émission : 
509nm). 
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 Il est possible que le transporteur LysP ne prenne pas en charge la Propargyl-Lysine ou que sa 

surexpression n’ait pas été fonctionnelle. A défaut de résultat préliminaire positif, nous avons 

néanmoins choisi de ne pas poursuivre cette étude. De nombreux autres paramètres affectent le 

taux d’incorporation d’un acide aminé non naturel comme la concentration en ARNt orthogonal, ou 

les compatibilités de l'aaRS et de l'ARNt aux éléments endogènes à la traduction (ribosome, facteur 

d'élongation EF-Tu) (Chapitre 1, section IV.4). 

II.2 Mutagénèse du domaine N-terminal de l’aminoacyl ARNt synthétase 

 Au cours de ma thèse, une publication sur l'évolution du domaine N-terminal de la pyrrolysyl 

ARNt synthétase issue de M. mazei a été réalisée par Sharma et al. afin d'améliorer les rendements 

d'incorporation de deux dérivés de lysines (Boc-Lysine et la 4-azidobenzoxycarbonyl-dehydrolysine, 

AcdK) (Vangmayee Sharma et al. 2018). Cette évolution dirigée converge vers 3 mutations : R19H, 

H29R, et T122S. Comme cette mutagénèse concerne la partie N-terminal de la synthétase, elle 

n'affecte théoriquement pas la zone d’interaction avec le substrat de l’enzyme et serait donc 

transférable à n'importe quelle aminoacyl ARNt synthétase dérivée de la pyrrolysyl ARNt synthétase 

de M.mazei. Nous avons donc réalisé les mutations R19H, H29R, et T122S sur le gène de l'aaRS du 

plasmide pEVOL-1copie. Puis nous avons réalisé des tests d'efficacité d'incorporation de la PrK au 

sein de la protéine fluorescente mPsaA-K193-eGFP en utilisant le plasmide pEVOL-1copie ou le 

plasmide portant les mutations définies par Sharma et al., pEVOL-1copie- R19H-H29R-T122S. 

Cependant, comme nous pouvons le voir sur la Figure 72, il n'y a pas de différence significative entre 

ces deux conditions.  

 
Figure 72 : Evaluation de l’impact des mutations R19H, H29R et T122S sur l’incorporation de la Propargyl-Lysine 

Des tests d’incorporations ont été réalisés au sein de BL21(DE3) co-transformées avec le plasmide pEVOL-1copie portant une 
copie de la synthétase ou le plasmide pEVOL-1copie portant les mutations R19H, H29R et T122S et le plasmide pET24d 
portant le gène de la protéine de fusion mPsaA-GFP avec un codon stop à la position K193. Lorsque la Propargyl-Lysine est 
incorporée au sein de la protéine, la protéine fluorescente mPsaA-GFP est donc produite. Cette fluorescence est mesurée 
grâce au spectrophotomètre TECAN (maximum d’absorption : 488nm, maximum d’émission : 509nm). 

 

 Les mutations R19H, H29R, et T122S ne semblent donc pas efficaces dans notre cas pour 

améliorer l'efficacité d'incorporation de la Propargyl-Lysine. Nous n’avons donc pas continué à 

utiliser ces mutations lors des autres expérimentations.  
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II.3 Optimisation par plans d'expérience 

 Etant donné que de nombreux paramètres influent sur la production de protéine ayant 

incorporé un acide aminé non naturel, nous avons décidé de réaliser un plan d’expérience plutôt que 

de réaliser une optimisation par des méthodes d’expérimentations classiques. En effet, lorsque l'on 

étudie un phénomène biologique par une méthodologie d'expérimentation classique, les expériences 

sont réalisées de façon séquentielle. Un seul paramètre est modifié à la fois (également appelé 

facteur) et les expériences suivantes sont planifiées en fonction des résultats obtenus. Cependant, 

selon le modèle d'étude cela peut se traduire par de nombreuses expériences. De plus, lors d'une 

optimisation, cette méthodologie n'est pas efficace car l'arrêt des expérimentations se fera de façon 

subjective lorsqu'une réponse sera jugée suffisante. La solution choisie ne sera alors pas 

nécessairement la plus optimale et cette méthode ne permet pas de prédire le résultat 

d'expérimentations non réalisées.  

 Un plan d'expérience est une méthodologie qui permet d'étudier l'impact de différents 

facteurs sur une réponse en réalisant un minimum d'expériences afin de pouvoir dégager un modèle 

qui permette de trouver les conditions optimales. Cette stratégie permet alors d'étudier l'influence 

de chaque facteur, leurs interactions et de pouvoir définir de façon méthodologique si la réponse 

choisie est optimale. 

 Cette stratégie de plan d'expérience se déroule en trois étapes : i) la définition du problème 

ii) le choix de stratégie et la réalisation des expériences iii) l'analyse des résultats. 

II.3.1 Définition du problème 

 Avant de réaliser un plan d'expérience, une étape de préparation est nécessaire. Cette étape 

va consister à identifier la réponse à mesurer, les facteurs que nous voulons étudier ainsi que le 

domaine d'étude et l'objectif fixé. 

Réponse mesurée :  

 Afin de réaliser un plan d'expérience, la réponse étudiée doit être quantitative et mesurable 

de façon fiable et robuste. La réponse doit également être une variable continue au sein du domaine 

d'étude. Afin de pouvoir quantifier l'incorporation de la Propargyl-Lysine (PrK), nous avons choisi de 

mesurer son incorporation au sein d'une protéine de fusion entre la mPsaA et la GFP à une position 

que nous avions validée précédemment (mPsaA-K193TAG-GFP). Ainsi, l'incorporation de la PrK 

donne lieu à la production d'une protéine fluorescente facilement détectable. L'intensité de 

fluorescence mesurée sera alors proportionnelle à l'efficacité de production de la protéine ayant 

incorporé la PrK.  

Facteurs étudiés :  

 Nous avons alors listé les différents facteurs qui pourraient influer notre réponse (Tableau 

16). Puis nous avons sélectionné les facteurs que nous souhaitions étudier (indiqués par un 

astérisque au sein du Tableau 16 : la température, la concentration de l'inducteur permettant la 

production de l'aaRS (ici l'arabinose), le temps d'ajout de celui-ci et le pH du milieu dont nous allons 

discuter les effets lors de la mise au point du domaine d’étude ci-dessous). Nous avons 

volontairement évité d'inclure les facteurs correspondant à la Propargyl-Lysine car ceux-ci ont été 

étudiés lors d'un travail réalisé par Wandrey et al., ce qui a conduit à une condition optimale 

notamment par l'ajout de la PrK à une concentration de 38 mM (Wandrey et al. 2016). Cependant, la 

quantité d'acide aminé non naturel étant souvent un facteur limitant, nous avons donc plutôt orienté 

notre travail sur la maximisation de la production de la protéine ayant incorporé la Propargyl-Lysine 

sans augmenter la concentration de cette dernière. De même, nous avons écarté les facteurs liés à la 

souche d'expression et au milieu d'expression (le milieu autoinductif). En effet, les essais précédents 

réalisés au sein de différents systèmes d'expression et de types de milieux se sont avérés non 

concluants, et nous avons plutôt cherché à améliorer les conditions existantes. Cependant, il est 
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important de s'assurer de lister le maximum de facteurs pouvant influencer la réponse car ceux-ci 

doivent être fixés afin d'éviter des fluctuations qui fausseraient les mesures et donc le modèle 

déduit.  
 

Tableau 16 : Facteurs pouvant influencer le taux d'incorporation de la Propargyl-Lysine 

Facteurs 

Température d'expression* 

Milieu d'expression 

Type d’inducteur protéine cible 

Type inducteur aaRS 

Concentration inducteur protéine cible 

Concentration inducteur aaRS* 

Temps d'expression 

pH du milieu* 

concentration de PrK 

temps d'ajout de la PrK 

Temps ajout inducteur aaRS* 

Temps ajout inducteur protéine cible 

Plasmides utilisés 

Souche d'expression 

Expérimentateur 

 

Définition du domaine d'étude :  

 Un domaine d'étude doit être défini en fixant les valeurs minimales et maximales de chaque 

facteur étudié. Le modèle d'étude correspondra alors à l'espace mathématique au sein des bornes du 

domaine d'étude (Figure 73). Le modèle permettant de modéliser la réponse en fonction des 

différents facteurs, qui sera déduit expérimentalement, sera alors valable à l'intérieur de ce domaine 

d'étude.  

 
Figure 73: Schéma représentant un domaine d'étude pour un plan d'expérience à deux facteurs (à gauche) ou trois facteurs 

(à droite) 

Nous avons alors fixé les valeurs présentées dans le Tableau 17 selon l'analyse suivante : 
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 -Température : la production de la mPsaA se déroule de façon optimale au laboratoire à 

37°C. Cependant, afin de favoriser l'incorporation de la Propargyl-Lysine, il peut être utile de baisser 

la température d'expression. En effet, nous supposons que ralentir la vitesse d'expression protéique 

pourrait permettre une meilleure incorporation des acides aminés non naturels qui peuvent 

nécessiter plus de temps pour être pris en charge par la machinerie de traduction. Afin de ne pas 

trop ralentir la production de la protéine cible, nous avons cependant choisi de ne pas descendre en 

dessous de 20°C. 

 -Concentration de l'arabinose : l'induction de l'aaRS est un paramètre important, la 

production de protéines induites à l'aide de promoteur inductible à l'arabinose est en générale 

testée entre une concentration de 0,02% et 2%. 

 -Temps d'ajout de l'arabinose : afin que l'incorporation de la PrK soit efficace, il faut que 

l’aaRS soit produite avant la protéine cible pour charger la PrK sur l'ARNt et permettre son 

incorporation dans la protéine. Nous avons donc réalisé une expérience de production de la protéine 

cible mPsaA-GFP avec nos conditions initiales (température 37°C, pH7, Concentration d'arabinose 

0,2% et ajout de l'arabinose à t2h (ce qui équivaut à une densité optique à 600nm d'environ 0,2 à 

0,3) afin de déterminer à partir de combien de temps celle-ci s'exprime au sein du milieu autoinductif 

et nous avons détecté l'apparition d'un signal fluorescent à partir de 420 minutes. L'arabinose doit 

donc être ajouté entre le temps (t0) de départ de la culture et 420 minutes.  

 -pH : L'acidité du milieu est décrite comme permettant d'augmenter l'expression du 

transporteur LysP (Steffes et al. 1992). Etant donné que nous supposons que la PrK rentre au sein de 

la bactérie par ce transporteur, nous avons voulu vérifier l'impact de ce facteur sur son 

incorporation. Le milieu autoinductif utilisé est un milieu à pH stable tamponné cependant un pH 

trop acide risque d'être délétère pour la croissance. Nous avons donc choisi d'étudier ce facteur 

entre 5,5 et 7.  

 
Tableau 17 :Détermination du domaine d'étude (niveaux hauts et bas des facteurs) 

Facteur étudié Valeur basse Valeur haute 

Température 20°C 37°C 

Concentration d'arabinose 0,02% 2% 

Temps d'ajout de l'arabinose t0 420 

pH 5,5 7 

 

Objectif :  

 Afin de déterminer la fin de l'optimisation de l’incorporation de la PrK dans la protéine cible, 

nous devons choisir le but que nous voulons atteindre. Ici nous cherchons à augmenter la production 

de protéine ayant incorporé la PrK. Nos conditions utilisées initialement (température 37°C, pH7, 

Concentration d'arabinose 0,2% et ajout de l'arabinose à t2h, soit DO à 600nm 0,2-0,3) permettent 

une production entraînant un niveau de fluorescence d’environ 2000 Unités de fluorescence. 

L’augmentation maximale que nous pouvons atteindre consiste en une efficacité d’incorporation 

similaire à l’incorporation d’un acide aminé naturel et donc à l’expression d’une protéine sauvage 

mPsaA-GFP. Ce maximum d’intensité de fluorescence en théorie atteignable correspond donc à 

environ 10 000 unités de fluorescence, soit une augmentation d’un facteur 5.  
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II.3.2 Choix du modèle et réalisation des expériences 

 

Choix du modèle : 

 Les plans d'expériences consistent à choisir quelles expériences vont être réalisées afin de 

pouvoir déterminer un modèle fiable statistiquement sur l'ensemble du domaine d'étude. Tout 

d'abord, les relations facteurs-réponses peuvent être supposées linéaires ou non linéaires. Lors de 

l'analyse de facteurs linéaires, deux niveaux de ce facteur seront alors testés. Cependant, si l'on 

suppose que le facteur aura une influence non linéaire, trois niveaux seront alors testés. De plus, il 

existe des plans factoriels complets, c'est-à-dire qu'ils permettent d'établir les effets de tous les 

facteurs et de leurs interactions. Cependant, ce type de plan d'expérience aboutit à de nombreuses 

expérimentations. Par exemple, lorsqu'on étudie 4 facteurs à 3 niveaux, cela entraîne la réalisation 

de 34 soit 81 expériences. Il existe également des plans factoriels fractionnaires, où les 81 

expériences ne seront pas réalisées car certaines interactions seront considérées comme 

négligeables. Ainsi lorsqu'il y a quatre facteurs (x1, x2, x3, x4), les interactions du plus haut degré 

seront négligées, par exemple l'interaction entre ces quatre facteurs x1x2x3x4.  

 Nous avons supposé que nos 4 facteurs étudiés (la température d'expression, la 

concentration de l'inducteur permettant la production de l'aaRS (ici l'arabinose), le temps d'ajout de 

celui-ci et le pH du milieu) avaient une influence non linéaire sur l'incorporation de la PrK. Différents 

modèles permettent l'étude de facteurs non linéaire de façon optimale. Nous avons donc choisi 

d'utiliser un modèle de type Box-Behnken (Goupy and Creighton 2006). Au sein de ce modèle, les 

points expérimentaux sont distribués au milieu des arêtes comme indiqués au sein de la Figure 74. 

L'avantage de ce modèle est que si, après une première expérimentation, un nouveau facteur doit 

être pris en compte, les résultats expérimentaux déjà réalisés peuvent être conservés. De plus, cette 

répartition des points expérimentaux permet de répartir les points à égale distance du point central 

et donc d’avoir une meilleure précision mathématique. Un point au centre du domaine d'étude est 

également réalisé en triplicata afin de déterminer l'erreur expérimentale, ce qui nous permettra de 

déduire quels facteurs sont influents (section II.3.3).  

 

 
Figure 74 : Répartition des points expérimentaux selon un plan d'expérience de type Box-Behnken 

Les différents points expérimentaux sont représentés en rouge et sont situés au milieu des arêtes du domaine d'étude, ainsi 
qu'au centre. De plus, le point central sera répété afin de connaitre la variabilité des expérimentations.  

  

 Le modèle choisi étant de second degré avec 4 facteurs, il sera décrit par la formule 

mathématique suivante: «y = a0 + a1x1 + a2x2+ a3x3 + a4x4 + a12x1x2 + a13x1x3 + a14x1x4  + a23x2x3 + a24x2x4 

+ a34x3x4 + a11x1² + a22x2² + a33x3² + a44x4² + e » 

où  y est la réponse (soit l'intensité de fluorescence proportionnelle à l'incorporation de la PrK) en 

fonction des différents facteurs x associés à leur coefficient a (qui indiqueront l’effet de chaque 

facteur sur la réponse) et e l’erreur expérimentale. 
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Les différents facteurs sont:  

x1 : la température 

x2 : le pH 

x3 : la concentration d'arabinose 

x4 : le temps d'ajout de l'arabinose 

xixj: l'interaction entre le facteur i et le facteur j 

 

Réalisation des expériences : 

 Le plan d'expérience a été construit à l'aide du logiciel Rstudio et des différents packages 

listés en annexe 5. Les facteurs comportent trois niveaux qui sont utilisés de manière centrée 

réduite. Pour cela, la moyenne est soustraite à la valeur et divisée par l’écart type. Par exemple, la 

valeur de 37°C est issue du domaine d’étude compris entre 20°C et 37°C, dont la moyenne est 28,5 et 

d’écart type 8.5, cette valeur sera donc redéfinie par 1. Les valeurs extrêmes du domaine d’études 

seront alors -1 et 1 tandis que la valeur centrale sera égale à 0. Cette manière de coder les données 

permet d’avoir une homogénéité parmi les différents facteurs étudiés. Une attention particulière est 

portée sur la précision des manipulations afin de limiter l'erreur expérimentale et les expériences 

sont réalisées selon le protocole décrit chapitre 4, section IV.1. Le plan d'expérience a abouti à la 

réalisation de 28 expériences et les valeurs réponses (intensité de fluorescence) ont ensuite été 

intégrées au logiciel afin de définir un modèle.  

 

 

II.3.3 Analyse des résultats 

Modèle : 

 Les données brutes obtenues sont présentées en Annexe 6. Leur analyse a permis de 

déterminer le modèle suivant grâce au logiciel Rstudio :  
                                                                              

                                          
          

           
 

         
    

 

Fiabilité du modèle : 

 Le coefficient R² permet de déterminer la qualité du modèle proposé. Il correspond au 

rapport entre la somme des carrés des réponses calculées corrigées de la moyenne et la somme des 

carrés mesurés corrigés de la moyenne. Sa valeur varie entre 0 et 1 et est un indicateur de la qualité 

du modèle proposé. Cependant, comme la valeur du R² augmente avec le nombre de facteur, la 

valeur du R² ajustée permet de prendre en considération de nombre de facteurs étudiés. La valeur du 

R2 ajustée du modèle obtenu est égale à 0,67. L’équation de la droite de régression est donc capable 

de déterminer environ 67% de la distribution des points. Cette valeur n'est pas très élevée, il est donc 

possible qu'un facteur important n'ait pas été correctement fixé et qu'il entraîne une variabilité dans 

la réponse.  

 De plus, afin de vérifier la validité du modèle nous avons représenté graphiquement les 

résidus calculés par le modèle Figure 75. Les résidus étant les distances qui séparent chaque point 

expérimental de la courbe définie par le modèle, ceux-ci doivent présenter une distribution aléatoire 

autour de 0 (ligne rouge Figure 75) car ils représentent la variabilité expérimentale. Si la distribution 

aléatoire n’est pas observée, cela signifie qu'un paramètre qui influe sur la réponse n’a pas été pris 

en compte. Dans notre cas, la répartition des résidus selon les valeurs expérimentales semble être 

plutôt aléatoire et donc de part et d'autre de la valeur zéro, bien que l'on puisse remarquer qu'il y a 
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peu de données pour les valeurs les plus élevées (au-dessus de 3000 unités de fluorescence 

normalisée) et que les résidus calculés pour ces valeurs sont plus élevés. 

 
Figure 75: Représentation graphique des résidus en fonction des valeurs ajustées grâce au modèle  

Les résidus correspondent à l’écart calculé entre la valeur ajustée grâce au modèle (c’est-à-dire prédite) et la valeur obtenue 
expérimentalement. 
 

 

Influence des différents facteurs : 

 La valeur devant chaque facteur    représente l'effet du facteur. Cependant tous les effets ne 

sont pas nécessairement significatifs. C'est pour cela qu'un point expérimental au centre du domaine 

d'étude est répété en triplicata afin de connaître la variabilité de l'expérience.  

 Le logiciel Rstudio permet alors de calculer une pvalue pour chaque facteur et pour chaque 

interaction entre les facteurs afin de déterminer si leur effet est significatif. Cette pvalue est calculée 

à l'aide d'un test de Student consistant à comparer une moyenne observée avec une moyenne 

théorique. D’après les données, les facteurs significatifs sont x2, x3, x2x4, soit le pH, la concentration 

en arabinose et l’interaction pH/Temps d’ajout de l’arabinose. x2
2 et x3

2 (pH et concentration en 

arabinose) ont également des pvalues inférieures à 0,05 ce qui signifie que ces facteurs ont une 

influence non linéaire. 

 

Représentation de la Fluorescence en fonction des différents facteurs : 

 Nous pouvons alors tracer des graphiques représentant la réponse en fonction des facteurs 

par couples de deux facteurs. Les facteurs non représentés ont ici été fixés à leur valeur médiane.  

 La représentation graphique permet de simplifier l'analyse des résultats (Figure 76). Ainsi, 

nous pouvons voir qu’un coefficient du facteur négatif indique que lorsque le facteur augmente la 

réponse diminue. C'est le cas notamment pour la concentration en arabinose. C'est-à-dire qu’au sein 

du domaine d'étude, la meilleure réponse est en fait obtenue lorsque cette concentration est la plus 

faible, à son niveau -1 (soit 0,02%). Au contraire, la réponse est plus forte lorsque le pH est à sa 

valeur la plus haute (pH 7). La baisse du pH a donc finalement eu un effet plutôt délétère sur 

l'incorporation de la Propargyl-Lysine. Bien que les effets des autres facteurs soient moins 

significatifs, nous pouvons noter que la température à 37°C permet une meilleure efficacité 

d'incorporation et que l'arabinose peut être ajouté assez tard dans la réalisation de la culture. De 

façon assez surprenante, l'interaction des facteurs du pH et du temps d'ajout de l'arabinose semble 

significative. 
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Figure 76: Représentation de la fluorescence en fonction de la température et de la concentration en arabinose (à gauche) et 

en fonction de la température et du pH (à droite) 

 

 

Maximum de la réponse :  

 Le logiciel permet le calcul d'un point stationnaire, c'est à dire un point où la dérivée sera 

égale à 0. Si les valeurs propres calculées appelées "Eigens values" sont de signes identiques, cela 

signifie que la courbe change de direction et qu'il s'agit donc d'un minimum ou maximum global. Ici, 

le logiciel nous a fourni des valeurs de signes mixtes (données en Annexe 6), ce qui signifie que le 

point donné n'est pas un maximum global. De plus les valeurs données ne sont pas dans le domaine 

d'étude et ne sont pas cohérentes biologiquement. En effet, le logiciel calcule une concentration 

négative d'arabinose, et un pH négatif.  

 Afin de déterminer un maximum de notre fonction sur le domaine d'étude, nous avons 

généré des données à partir de la fonction modèle, et déterminé une valeur maximale de 7071 unités 

de fluorescence normalisée pour des valeurs des facteurs suivants :  

-Température 37°C 

-pH7 

-Concentration en arabinose 0,02% 

-Temps d'ajout de l'arabinose 420 minutes 

 Nous pouvons noter que ces valeurs sont situées aux bornes du domaine d'étude. Nous 

venons de voir que la fonction du modèle ne prend pas de valeur maximale. Ces valeurs sont 

cohérentes avec les coefficients de chaque facteur et les graphiques présentés Figure 76. En effet, la 

valeur de la température prédite est à l’extrémité supérieure du domaine d’étude et le coefficient a1 

qui correspond à l’effet de ce facteur est positif. Il est probable que la fenêtre du domaine d'étude 

doit être élargie afin de préciser cette réponse. De plus, nous avons vu Figure 75 que la précision du 

modèle était faible pour les valeurs élevées de fluorescence, il est donc possible qu’augmenter notre 

domaine d’étude pourrait nous permettre d’améliorer nos prédictions. Cependant, biologiquement il 

est logique que la valeur n'augmente pas pour une température supérieure à 37°C, ou pour un pH 

plus élevé. Pour la valeur de la concentration d'arabinose, nous savons qu'elle doit cependant être 

minimale pour induire la production de la synthétase, bien que des concentrations plus faibles 

peuvent être testées. De plus, la synthétase ne peut être induite après la production de la protéine 
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cible, sa production tardive pourrait favoriser des erreurs d’incorporation. Il est donc probable que si 

la fonction n'atteint pas son maximum au sein du domaine d'étude, nous supposons que celle-ci 

atteint un maximum aux environs proches du domaine d'étude.  

 

Vérification du modèle et Conclusion : 

 Le point expérimental correspondant au maximum de la réponse calculée a été répété afin 

de vérifier la fiabilité du modèle (Tableau 18). Le point répété correspond à un pH de 7, une 

température d'expression de 37°C, une concentration d'ajout de l'arabinose de 0,02% et l'ajout de 

l'arabinose à t=7h. Le résultat expérimental est de 2077 unités de fluorescence normalisé par la DO, 

sachant que le résultat prédit par le modèle est de 7071 et que le coefficient de variation des 

manipulations précédentes de 9,57%, soit 676 unités de fluorescence normalisé par la DO. Le modèle 

n'a donc pas prédit correctement la valeur du maximum de fluorescence. Le temps d'ajout de 

l'arabinose semble être un facteur important qui n'a pas été correctement prédit par le modèle. 

Nous avons donc répété des tests en gardant les autres facteurs fixes (pH 7, température 37°C, 

concentration de l'arabinose 0,02%) et en faisant varier ce facteur « temps d’ajout de l’arabinose » 

comme lors d'une expérimentation classique. Nous avons obtenu les résultats présentés dans le 

tableau suivant : 

 
Tableau 18 : Vérification du modèle prédit  
Des expériences d’incorporation de la Propargyl-Lysine au sein de la protéine de fusion mPsaA-GFP contenant un codon stop 
en position K193 ont été réalisées. L’arabinose a été ajoutés à différents temps (t0, 120min, 210min, 300min et 420min). La 
fluorescence produite est un indicateur de l’efficacité d’incorporation de la Propargyl-Lysine. Elle a été mesurée à l’aide du 
TECAN (max absorption : 488nm et max émission : 509nm). Les valeurs sont indiquées en unités de fluorescence normalisées 
par la densité optique à 600nm.  

Temps d’ajout del’arabinose t 0 t 120min t 210min t 300min t 420min 

Valeur expérimentale 4609 4606 5932 2914 2077 

Valeur calculée à l’aide du modèle 5530 5607 5923 6369 7071 

Variabilité (issue % variation) 529 536 566 609 676 

Correctement prédite Non non oui non non 

 

 Malgré l'utilisation d'un modèle permettant la prédiction de relations non linéaires, le 

modèle n'a correctement prédit la valeur de fluorescence qu'au centre du domaine d'étude, et le 

maximum de la réponse n'est donc pas obtenu à la valeur prédite. Plusieurs raisons pourraient 

l'expliquer : un facteur n'est pas pris en compte, ou des interactions entre les facteurs de plus haut 

niveau (entre trois facteurs par exemple) ont été négligées mais ont une influence significative. Les 

données forment un pic avec une valeur maximale pour 3h30. Ce type de relation n'est cependant 

pas modélisable par une seule équation de second degré. En effet, le facteur ne peut pas à la fois 

prendre une valeur positive (entre t0 et t3h30) et négative (entre t3h30 et t7h). De plus, nous 

pouvons noter que, contrairement à ce qui est prédit, l'influence du facteur « temps d’ajout de 

l’arabinose » n'est pas négligeable. 

 Nous avons pu voir précédemment Figure 75 que la précision du modèle est moindre pour 

les valeurs de fluorescence élevée. De plus, le plan d'expérience que nous avions établi étant un plan 

fractionnaire, il n'a pas fourni un modèle optimal. Cependant, les conditions d'expression des 

protéines influent de façon importante sur leur rendement de production. Nous avons testé 4 

paramètres qui nous semblaient importants : la température de production, le pH, la quantité 

d'arabinose ajoutée et le temps de l'ajout de l'arabinose. Le plan d'expérience initialement réalisé est 

de type Box Behnken fractionnaire et consiste en 28 expériences, alors qu'un plan factoriel complet 
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avec 4 facteurs et 3 niveaux par facteurs aurait demandé la réalisation de 81 expériences. Le plan 

d’expérience choisi permet de réduire significativement le nombre d'expériences. Cependant, un 

plan plus complet aurait peut-être permis d'améliorer les performances de celui-ci. Le modèle 

obtenu n'est pas très prédictif et le bruit expérimental est assez fort (9,57% de coefficient de 

variation) mais cette rapide étude a cependant permis d'améliorer les conditions d'incorporation de 

la Propargyl-Lysine au sein de la mPsaA d'un facteur 3, soit environ 6000 unités de fluorescences 

normalisées. En effet, les fluorescences obtenues ne dépassaient pas 2000 unités de fluorescences 

normalisées avec les conditions utilisées avant cette étude (conditions 37°C, pH7, Concentration 

d'arabinose 0,2% et ajout de l'arabinose à t2h, soit DO à 600nm 0,2-0,3). Ainsi, nous pouvons 

remarquer que la concentration de l'arabinose et le temps d’ajout de l’arabinose sont des 

paramètres très influents sur la réponse. L’arabinose est l’inducteur de l’aaRS qui permet le 

chargement de la Propargyl-Lysine sur l’ARNt. Cet ARNt chargé doit ensuite être pris en charge par le 

ribosome lors de l’expression de la protéine cible. Il paraît donc cohérent que l’expression de l’aaRS 

au préalable permette une meilleure expression. L’utilisation d’une faible concentration d’arabinose 

paraît plus surprenant. Cependant, il est possible qu’une expression trop forte de l’aaRS soit inutile et 

contre-productive sur l’expression protéique globale.  

III. Génération de conjugués multivalents site-spécifiques 
 Tout comme la position du tétrasaccharide sur la protéine porteuse, le ratio protéine 

porteuse : tétrasaccharide semble être un paramètre important pour la réponse immunitaire. Afin de 

l'étudier tout en gardant des sites d'incorporations définis, nous avons incorporé plusieurs Propargyl-

Lysines au sein de la mPsaA, aux positions K24, K213 et K229 combinées, grâce aux plasmides 

pET24d-K24TAG-K213TAG-K229TAG et pEVOL (sections suivantes). Sachant que l'immunisation de 

souris avec des conjugués monovalents (Pillot et al. 2019) a conduit à une réponse immunitaire 

plutôt faible vis à vis du tétrasaccharide et que l'immunisation de souris par un conjugué aléatoire 

possédant en moyenne 5 tétrasaccharides a réduit la réponse anti-mPsaA, l'utilisation de conjugués 

multivalents avec 3 tétrasaccharides conjugués pourrait permettre une réponse plus mixte anti-

mPsaA et anti-tétrasaccharide (section Présentations des objectifs).   

Le conjugué trivalent ciblé produit (issu de la conjugaison de mPsaA-K24PrK-K213PrK-K229PrK 

avec le tétrasaccharide) sera ultérieurement utilisé pour des immunisations en parallèle des 

conjugués monovalents produits précédemment (section I) et en parallèle d'un conjugué aléatoire de 

la mPsaA avec en moyenne 3 tétrasaccharides (conjugaison réalisée par Aline Pillot lors de ses 

travaux de thèse).  En effet, cela permettra de comparer à la fois la position de greffage du sucre sur 

la protéine (par comparaison entre les conjugués monovalents), le ratio protéine sucre (en 

comparant les conjugués monovalentes avec les conjugués trivalentes), et l’apport d’une conjugaison 

multiple ciblée (en comparant le conjugué trivalent aléatoire avec le conjugué trivalent ciblé).  

III.1 Triple-incorporation de la Propargyl-Lysine au sein de la mPsaA 

 Comme nous l’avons vu lors de l’introduction (section IV.4.4), l'incorporation multiple d'acide 

aminé non naturel pose des problèmes de rendement. En effet, l'incorporation d'un acide aminé non 

naturel n'est généralement pas optimale et la production protéique aboutit à un mélange de 

protéines tronquées et de protéines ayant incorporé l'acide aminé non naturel (sections I.5 et I.6). 

Lors d'une incorporation multiple, il y a une perte de rendement à chaque position d'incorporation ce 

qui in fine réduit considérablement la quantité de protéine produite. Ainsi, comme nous pouvons le 

voir dans la Figure 77, la tentative d'incorporation de 3 Propargyl-Lysines dans la protéine mPsaA au 
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sein de la souche BL21(DE3) n'aboutit pas à une production de protéine en quantités suffisantes pour 

être visible sur WesternBlot.  

 Plusieurs hypothèses permettent d'expliquer ce rendement faible d'incorporation. Tout 

d'abord la compétition entre l'ARNt chargé et le facteur de terminaison RF1. En effet, le facteur RF1 

reconnaît le codon stop TAG et favorise ainsi l'arrêt de la traduction.  De plus, la capacité catalytique 

de la pyrrolysyl-ARNt synthetase serait plus faible que celle des synthétases endogènes. 

 L'hypothèse concernant la compétition entre le facteur de terminaison RF1 et l'ARNt chargé a 

conduit au développement de stratégies afin de supprimer ou de baisser l'activité du facteur de 

terminaison RF1 comme vu précédemment au cours du chapitre 1 d'introduction (section IV.4.2.2). 

Nous avons tout d'abord testé une souche nommée C321ΔAexp (Lajoie et al. 2013) disponible sur 

Addgene. Cette souche a été modifiée génétiquement afin de supprimer le gène prfA codant pour le 

facteur de terminaison RF1 et de remplacer les 321 codons stop TAG connus de la souche E. coli 

MG1665 par un codon stop TAA. En effet, malgré la rareté de codons stops TAG au sein de gènes 

essentiels chez E. coli, la présence dans la bactérie de la machinerie orthogonale implique la 

modification de protéines endogènes et la consommation non ciblée de l'acide aminé non naturel. 

Cependant, cette souche ne possède pas le système d'expression T7. La mPsaA a donc été clonée au 

sein d'un plasmide permettant son expression sous le contrôle d'un promoteur inductible à 

l'arabinose (pBAD) et donc indépendant du système T7 mais son expression n'a pas pu être détectée 

au sein de cette souche (données non montrées). Malgré son développement, cette souche reste 

peu utilisée pour la production de protéines car les nombreuses modifications génétiques qui ont été 

réalisées semblent l’avoir trop impactée, ce qui est notamment perçu à travers son défaut de 

croissance (Lajoie et al. 2013). En effet, au sein du génome d'E. coli, de nombreux gènes se 

chevauchent et la modification du codon stop TAG par un autre codon stop TAA peut donc entraîner 

des modifications additionnelles au sein d'autres gènes de la souche bactérienne. De plus, l'arrêt de 

la traduction par un codon stop TAG est présent au sein de seulement 7 gènes essentiels à la survie 

d’E. coli (coaD, hda, hemA, mreC, murF, lolA, etlpxK), et 95 gènes importants pour sa croissance 

(Smolskaya and Andreev 2019). Une autre souche bactérienne, appelée B95ΔA, a ainsi été 

développée par Mukai et al. à partir de la souche BL21(DE3) avec le remplacement de ces 95 codons 

stop TAG par un codon TAA (Mukai, Hoshi, et al. 2015). Nous avons pu nous procurer cette souche et 

effectuer un test d'expression à l'aide des plasmides pET24d-K24TAG-K213TAG-K229TAG et pEVOL et 

comme nous pouvons le voir sur la Figure 77, nous avons pu observer la production spécifique de la 

protéine mPsaA contenant trois Propargyl-Lysines aux positions K24, K213 et K229. Nous avons 

ensuite voulu vérifier que cette protéine avait bien incorporé trois Propargyl-Lysines et que leurs 

fonctions alcynes étaient fonctionnelles pour la conjugaison. 
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Figure 77 : Analyse par WesternBlot d’une incorporation triple ou une mono-incorporation de la Propargyl-Lysine au sein des 

souches BL21(DE3) ou B95ΔA 
La protéine mPsaA-K24PrK-K213PrK-K229PrK (à gauche) et de la protéine mPsAA-K24PrK (à droite) ont été produites au sein 
des souches E. coli BL21(DE3) et B95ΔA. Puis un extrait total a été déposé sur gel d’acrylamide 12% et analysée par 
WesternBlot à l’aide d’un anticorps anti-étiquette histidine. Une amplification du signal a été réalisé pour les échantillons 
annotés « purif » à l’aide d’une purification sur billes de Nickel à petite échelle. 

III.2 Conjugaison du Triple mutant 

 La conjugaison de la protéine mPsaA-K24PrK-K213PrK-K229PrK est ensuite réalisée à l'aide 

d'une réaction de chimie click selon le même protocole que pour les protéines mPsaA contenant une 

seule PrK. Cette réaction a tout d'abord été réalisée avec la fluorescéine afin de vérifier la 

fonctionnalité des Propargyl-Lysines. De plus, la manipulation a été effectuée en parallèle avec la 

mPsaA sauvage (WT) et la mPsaA-K24PrK.  La conjugaison avec la protéine sauvage permet de 

vérifier la spécificité de la conjugaison. Quant à la mPsaA-K24PrK, elle permet de comparer la 

conjugaison monovalente à la conjugaison trivalente.  

 Comme nous pouvons le voir sur la Figure 78, la conjugaison est spécifique de la présence de 

la Propargyl-Lysine car aucun signal fluorescent n’est visible avec la protéine sauvage ne portant pas 

de fonction alcyne. De plus, l'intensité de fluorescence est plus importante pour le conjugué trivalent 

et la bande semble également légèrement plus haute donc de plus haut poids moléculaire ce qui 

indique la correcte multi-incorporation de la Propargyl-Lysine et la conjugaison de plusieurs 

molécules de fluorescéine sur cette protéine.  
 

 
Figure 78: Conjugaison de la mPsaA sauvage, simple mutant (K24PrK) ou triple mutant (K24PrK-K213PrK-K229PrK) avec la 

fluorescéine. 
La mPsaA sauvage et les protéines mPsaA K24TAG et Triple mutant (K24TAG, K213TAG, K229TAG) ont été conjuguées avec 
le tétrasaccharide (annoté sucre sur la figure) ou la fluorescéine (annoté fluo sur la figure). Un contrôle négatif (appelé neg 
sur la figure) a été effectué et correspond à la réaction de conjugaison réalisée sans partenaire portant une fonction azoture. 
Un échantillon de chacune de ces conjugaisons ainsi été déposé sur un gel d’acrylamide 12%, puis visualisé sous une lumière 
UV. 



138 
 

 La conjugaison a ensuite été réalisée avec le tétrasaccharide. Bien que plus difficile à 

analyser, nous pouvons voir sur la Figure 79 que la bande correspondant à la mPsaA-K24PrK-

K213PrK-K229PrK conjuguée au tétrasaccharide a un poids moléculaire apparemment plus élevé ce 

qui semble indiquer une conjugaison de plusieurs tétrasaccharides sur la protéine.  

 

Figure 79: Conjugaison du Triple mutant mPsaA-K24PrK-K213PrK-K229PrK avec le tétrasaccharide 
La mPsaA sauvage et les protéines mPsaA K24TAG et Triple mutant (K24TAG, K213TAG, K229TAG) ont été conjuguées avec 
le tétrasaccharide (annoté sucre sur la figure) ou la fluorescéine (annoté fluo sur la figure). Un contrôle négatif (appelé neg 
sur la figure) a été effectué et correspond à la réaction de conjugaison réalisée sans partenaire portant une fonction azoture. 
Un échantillon de chacune de ces conjugaisons ainsi été déposé sur un gel d’acrylamide 12%, puis analysé par SDS-PAGE. Au 
niveau de la figure B, les conjugaisons des protéines sauvages, K24 et Triple mutant avec le tétrasaccharide ont été déposés 
sur gel d’acrylamide 12%. 

 

 Le conjugué trivalent a pu être produit en grande quantité (environ 0,66mg final) selon le 

procédé utilisé pour la production des conjugués monovalents afin de réaliser des tests 

d'immunisation chez les souris et sera également confirmé par Spectrométrie de Masse. 

IV. Analyse de la réponse immunitaire des glycoconjugués   
Afin de déterminer l’efficacité de nos conjugués, ceux-ci ont été absorbés sur du chitosane afin 

d’immuniser des souris. Celles-ci ont reçu trois injections sous-cutanée à J1, J14 et J28 avec une dose 

de 3µg de tétrasaccharide du sérotype 14 quel que soit le glycoconjugué testé et donc une dose 

variable de la protéine mPsaA (3 fois moins pour les conjugués portant 3 tétrasaccharides à leur 

surface). Les sérums ont ensuite été analysés en ELISA afin de déterminer le titre des anticorps 

produits dirigés contre la mPsaA ou contre le polysaccharide capsulaire ainsi que leur type (IgG ou 

IgM).  

IV.1. Réponse immunitaire dirigée contre la mPsaA 

La réponse immunitaire dirigée contre la mPsaA est constituée d’IgG. Les titres d’IgM mesurés se 

sont avérés nuls (d’un titre inférieur à la dilution minimale testée soit une dilution par 100, données 

non montrées). Comme nous pouvons le voir sur la Figure 80 et sur le Tableau 19, il existe des 

différences au niveau de la quantité d’IgG dirigés contre la mPsaA selon le conjugué utilisé pour 

l’immunisation des souris. Le conjugué K229 présente un titre d’anticorps IgG dirigé contre la mPsaA 

supérieur, bien que plus variable selon la souris immunisée, aux conjugués K213 et K24. Cela pourrait 

s’expliquer si l’on considère que cette position est plus favorable à une meilleure reconnaissance des 

épitopes de la protéine. Cependant, il est surprenant que le conjugué K24 induise une réponse 
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immunitaire réduite contre la mPsaA par rapport aux autres conjugués. En effet, il s’agit d’une 

position de couplage éloignée des zones immunogènes connues de la protéine et les résultats 

préliminaires issus de la thèse d’Aline Pillot semblait montrer que le couplage du tétrasaccharide 

adjacent ou éloigné des épitopes ne diminuait pas la réponse contre la mPsaA (section I.3 et Tableau 

20). Le conjugué triple qui associe les trois positions K24, K213 et K229 (PrK Triple) présente une 

réponse immunitaire similaire aux conjugués K24 et K213, ce qui pourrait corroborer cette 

hypothèse. Par ailleurs, nous pouvons noter que le conjugué aléatoire portant trois tétrasaccharides 

en moyenne (Random Triple) présente une réponse très faible contre la mPsaA. Il est possible que les 

méthodes de modifications chimiques de la protéine (dérivatisation des chaines amines à la surface) 

aient modifié significativement certains épitopes et donc réduit l’immunogénicité de la protéine. De 

plus, il est également possible que la conjugaison aléatoire des tétrasaccharides ait entraîné le 

masquage de ces mêmes zones.  

Tableau 19 : Titres des anticorps IgG dirigés contre la mPsaA (à J35) 
Les titres d’IgG anti-mPsaA ont été déterminés par ELISA et correspondent à la dilution maximale permettant d’obtenir une 
valeur d’absorbance 2 fois supérieure au bruit de fond. 

Random Triple K24 K213 K229 PrK Triple 

8000 4000 8000 128000 16000 

<100 32000 4000 16000 4000 

<100 4000 4000 32000 64000 

<100 4000 16000 64000 4000 

4000 16000 16000 16000 16000 
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Figure 80 : Analyse de la réponse immunitaire dirigée contre la mPsaA (IgG) à J35  

La réponse immunitaire a été analysée en ELISA. Pour cela, la mPsaA est adsorbée à une concentration de 1mg/mL pendant 
16h à 4°C sur une plaque maxisorb. Puis les interactions non spécifiques sont limitées grâce à une incubation dans du PBST-
Lait. Enfin, le sérum immunitaire est dilué et testé à différentes concentrations et les IgG sont spécifiquement détectés par la 
suite grâce à un anticorps secondaire dirigé contre la partie constante des IgGs et couplé à l’HRP. La lecture s’effectue 
ensuite à l’aide d’OPD qui se convertit en substrat chromogène grâce à l’action de l’HRP. La réaction est incubée 20 min à 
température ambiante puis stoppée avec de l’HCl 3M et lue à 492nm Sur ce graphique, les densités optiques obtenues à 
492nm pour les différents sérums ayant été dilué par un facteur 4000. Cette dilution permet d’avoir des valeurs significatives 
pour chacun des échantillons. Toutes les mesures sont réalisées en duplicatas et des contrôles négatifs (sans sérum) et 
positifs (avec un sérum positif issu d’un projet précédent du laboratoire) sont également réalisés. Les valeurs de densité 
optiques obtenues pour chaque sérum testé sont indiquées par des losanges sur la figure, la moyenne pour chaque catégorie 
est indiquée par un trait horizontal, l’intervalle de confiance correspondant à 95% de l’échantillon est indiqué par des barres 
horizontales, et les boites représentés correspondent aux percentiles 25 et 75.  

 

IV.2. Réponse immunitaire contre le polysaccharide capsulaire du sérotype 14 

L’analyse de la réponse immunitaire dirigée contre le polysaccharide capsulaire du sérotype 14 

de S. pneumoniae a été également réalisée. Pour cela du polysaccharide capsulaire commercial 

purifié a été adsorbé sur des plaques 96 puits avant une analyse ELISA. Cependant, aucun titre d’IgG 

dirigé contre cet antigène n’a pu être détecté car les niveaux produits sont probablement trop faibles 

ou inexistants. De même, les niveaux d’IgM détectés sont négligeables.  

Les anticorps potentiellement produits ne sont donc pas capables de reconnaître le 

polysaccharide capsulaire natif. Ce tétrasaccharide est pourtant connu comme représentatif du 

sérotype 14 et a pu être identifié comme l'un des polysaccharides les plus immunogènes contre le 

sérotype 14 parmi 16 structures testées (Safari et al. 2008). De plus il a également été utilisé avec 

succès lors d’autres études au sein du laboratoire (Prasanna et al. 2019; Pillot et al. 2019). Une 

réponse contre le polysaccharide capsulaire était donc attendue. Cependant, lors de l’exposition de 

l’organisme à un antigène, il est possible que la réponse immunitaire soit préférentiellement dirigée 
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contre des zones de l’antigène appelés épitopes dominants (Wiley 2006). Les conjugués K24, K213, 

K229 ainsi que le triple conjugué K24-K213-K229 ont une étiquette histidine dues aux difficultés pour 

l’éliminer (section I.9). Des anticorps peuvent être dirigés contre celle-ci. Il est donc possible que sa 

présence ait dévié la réponse immunitaire (Khan et al. 2012). Cependant, le mutant aléatoire 

(Random Triple) ne présente pas non plus de réponse anti-polysaccharide capsulaire alors que celui-

ci ne présente pas d’étiquette histidine. Une autre possibilité serait une réponse dirigée contre le 

cycle triazole généré au niveau de la liaison entre le tétrasaccharide et la protéine. En effet, celui-ci a 

été décrit comme étant immunogène (Adamo et al. 2014). De nouvelles analyses ELISA sont donc 

actuellement en cours afin de déterminer la réponse immunitaire dirigée contre ce lien triazole et 

contre l'étiquette histidine. Si cette réponse s’avère non négligeable, cela pourrait nous donner des 

informations sur l’intensité de la réponse obtenue selon la position de greffage utilisée et 

potentiellement également expliquer les différences observées au niveau de la réponse dirigée 

contre la mPsaA (section IV.1). 

IV.3. Bilan de la réponse immunitaire 

Globalement, nos résultats sont en accord avec les différentes études bibliographiques sur la 

position de greffage du polysaccharide sur la protéine et sur le ratio protéine / polysaccharide 

(Ishioka et al. 1992; Avci et al. 2011; Pozsgay et al. 1999; G Stefanetti et al. 2014; Giuseppe Stefanetti 

et al. 2015). La réponse immunitaire semble bien impactée par la position de greffage et par le ratio 

protéine / polysaccharide. Néanmoins, les caractéristiques précises qui permettraient une réponse 

optimales ne sont pas connues.  

La génération de ces vaccins glycoconjugués monovalents ciblés et trivalents ciblés au cours de 

ce travail de thèse a été réalisée dans le contexte de deux études précédentes réalisées au 

laboratoire (Prasanna et al. 2019; Pillot et al. 2019). Nous allons donc particulièrement mettre en 

relief nos résultats par rapport à ces deux précédentes études. Les paramètres des différents vaccins 

glycoconjugués utilisés ainsi que les résultats principaux sont décrits au sein du Tableau 20. Au cours 

d’une première étude réalisée par Prasanna et al. la mPsaA a été couplée de façon aléatoire à la 

protéine avec un ratio de 5,4 tétrasaccharides pour 1 mPsaA. La réponse dirigée contre la mPsaA 

s’est avérée amoindrie avec le conjugué mPsaA-PnTS14 par rapport à une injection avec la mPsaA 

seule. Quant à la réponse dirigée contre le polysaccharide capsulaire (anti-CP14), les titres 

d'anticorps ont été évalués à environ 8 000 ce qui est équivalent aux études bibliographiques 

utilisant cet antigène, même s'il faut noter que les doses utilisés, la chimie de conjugaison et la 

nature des protéines porteuses sont différentes ce qui a un rôle non négligable (Kurbatova et al. 

2019). La baisse de la réponse anti-mPsaA au niveau du conjugué peut s’expliqué, entre autre, par un 

masquage des épitopes (par dérivatisation ou à cause du couplage), ou par un phénomène de 

dominance des épitopes saccharidiques sur les épitopes protéiques. Une deuxième étude réalisée 

par Pillot et al. permet alors de réaliser une première étude sur la position de greffage du 

tétrasaccharide sur la protéine. Pour cela, des conjugués ciblés ont été réalisés grâce à des mutations 

cystéines. Quatre positions ont pu être testées, dont une éloignée des séquences immunogènes 

connus (K309C). La réponse immunitaire dirigée contre la mPsaA s’est avérée généralement forte 

avec une réponse maximale pour le conjugué K309C, ce qui semble indiquer que la présence d’un 

unique tétrasaccharide en dehors ou à proximité d’un épitope T n’a pas d’effet délétère sur les 

épitopes protéiques. Quant à la réponse contre le polysaccharide capsulaire, celle-ci s’est avérée 

plutôt faible avec une réponse plus faible pour le conjugué K309C. Ces résultats ne permettent donc 

pas de déterminer si la baisse de la réponse immunitaire contre la mPsaA pour les conjugués K237C, 

K242C et K247C sont dues à un masquage d’épitopes ou à un phénomène de dominance d’épitopes.  
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Lors de notre étude, des conjugués ciblés entre la mPsaA et le tétrasaccharide ont été réalisés à 

l’aide d’acides aminés non naturels aux positions K24, K213 et K229 avec la position K24 qui est 

plutôt éloignée des épitopes connus (B et T) de la mPsaA. Un conjugué trivalent a également été 

produit en combinant ces trois positions, et un conjugué trivalent aléatoire (appelé "Random Triple") 

a également été réalisé.  La réponse dirigée contre la mPsaA est plutôt moyenne comparée aux 

réponses obtenues lors des deux études précédentes. Cette réponse est néanmoins d’intensité 

comparable pour les conjugués monovalents K24, K213 et le conjugué trivalent K24-K213-K229. La 

réponse anti-mPsaA la plus forte est obtenue pour le conjugué K229 tandis que la réponse est très 

faible, voire négligeable pour le conjugué Triple aléatoire. Etant donné que la réponse contre le 

conjugué K24 est plutôt réduite malgré la conjugaison éloignée des séquences immunogènes connus, 

cela suggère que la baisse de la réponse n’est pas due à un masquage d’épitope comme 

potentiellement suggéré par les travaux d’Aline Pillot. Cependant, nous pouvons noter que les 

intensités de réponses anti-mPsaA sont difficilement comparables au niveau de ces deux études de 

par la différence de quantité de protéine injecté. Nous pouvons néanmoins noter la réponse très 

faible au niveau du conjugué trivalent aléatoire. Ce résultat peut indiquer que la dérivatisation de la 

protéine peut engendrer une perte partielle de l’immunogénicité de la protéine par une modification 

des épitopes. L’utilisation d’acides aminés non naturels ou de mutants cystéines apparaît donc 

comme une méthode très appréciable. 

Cependant, la réponse immunitaire dirigée contre le polysaccharide s'est malheureusement 

avérée inefficace. Ce résultat ne va donc pas dans le sens d’un effet d’immunodominance. 

Cependant, il est possible que le lien triazole généré lors de la conjugaison ait dévié la réponse 

immunitaire. Des analyses sont actuellement en cours afin de vérifier cette hypothèse. D'autres 

acides aminés non naturels peuvent être utilisés afin de générer des liens moins immunogènes, 

comme l'Allyl-Lysine qui permet de réaliser des réactions de type thiol/ènes. Des tests 

d'incorporation de cet acide aminé ont été réalisés avec succès au niveau des trois positions ciblées 

au sein de la PsaA (données non montrées). Il est donc possible de reproduire ce travail afin d'éviter 

cette réponse non spécifique. De plus, l'utilisation de cet acide aminé permettrait d'éviter l'utilisation 

de cuivre nécessaire à la réaction de conjugaison CuAAC, qui peut être délétère pour des applications 

in vivo. Le taux de cuivre résiduel n'a d'ailleurs pas été mesuré mais des expériences afin de l'évaluer 

seront prochainement réalisées.  

 
Tableau 20 : Comparaison des résultats pour des immunisations avec les précédentes études 

 Conjugués aléatoires Conjugués cystéine Conjugués NAA 

Partenaires mPsaA et PnTS14 mPsaA et PnTS14 mPsaA et PnTS14 

Méthode de couplage Maleimide/thiol après 

dérivatisation de la mPsaA 

Maleimide/thiol après 

mutation Cystéine 

CuAAC après incorporation 

de NAA 

Ou CuAAC après 

dérivatisation de la mPsaA 

(Random Triple) 

Distribution de la protéine Aléatoire Ciblée aux positions K237C, 

K242C, K247C, K309C 

Ciblée aux positions : 

K24, K213, K229 

ou K24-K213-K229 (Triple 

NAA) 

ou aléatoire (Random 

Triple) 
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Ratio PnTS14/mPsaA 5.4/1 1/1 1/1 ou 3/1 

Présence d’une étiquette 

histidine 

Non Non Oui sauf pour le trivalent 

aléatoire (Random Triple) 

Adjuvant Oui αGal-Cer (cible les iNKT) Non Non 

Dose de protéine 25µg 25µg 150µg ou 50µg 

Dose de sucre 3µg 0,5µg 3µg 

Schéma d’immunisation J0, J21, J90, J120 J0, J14, J28 J0, J14, J28 

Prélèvements analysés en 

ELISA 

J28, J98, J128 J21, J35 J21, J35 

Résultats réponse anti-

mPsaA 

Réponse plus faible pour le 

conjugué mPsaA-PnTS14, 

Réponse présente dès J28 

Réponse forte contre la 

mPsaA, avec la position 

K309C ayant la meilleure 

réponse 

Réponse moyenne, avec la 

position K229 ayant la 

meilleure réponse 

Résultats réponse anti-CP14 Réponse forte  Réponse faible, réponse la 

plus faible pour K309C 

Absence de réponse anti-

CP14 

Référence (Prasanna et al. 2019) (Pillot et al. 2019) / 

 

 

La réponse immunitaire a été évaluée par une titration des anticorps grâce à une analyse 

ELISA. Une autre méthode d’étude in vitro est également envisagée afin d’évaluer la réponse grâce à 

des tests d’opsonophagocytose. Pour cela, le sérum est mis en contact avec S. pneumoniae tué et des 

macrophages activés. Si des anticorps reconnaissent la bactérie, ceux-ci vont s’y agglutiner et seront 

ensuite reconnus par les macrophages afin de stimuler la phagocytose de celles-ci. Il s’agit alors d’un 

test plus fonctionnel. En effet, la présence d’anticorps est un indice important mais ils peuvent être 

plus ou moins efficaces pour l’élimination de la bactérie. Cette méthode permettrait alors de vérifier 

cette efficacité.  

Par ailleurs, nous pouvons noter que la réactivité croisée des anticorps produits entre 

différents sérotypes capsulaires n’a pas été vérifiée. Cette réactivité croisée est néanmoins suggérée 

grâce à la présence d’anticorps dirigés contre la mPsaA qui ont déjà été montrée dans la littérature 

comme efficace contre différents sérotypes. Cependant, il serait également possible de vérifier cette 

assertion par des expériences d’ELISA ou d’ospsonophagocytose. 
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Conclusion  
 Dans un contexte de résistance croissante aux antibiotiques, les vaccins contre  S. 

pneumoniae fournissent un rempart décisif contre ces pathologies. Cependant, la variabilité des 

sérotypes entraîne des difficultés pour fournir un vaccin ayant une couverture sérotypique optimale. 

En effet, les sérotypes qui ne sont pas couverts par les vaccins ont tendance à se développer et à 

entraîner des pathologies pouvant conduire à l'utilisation d'antibiotiques et donc à l'aggravation du 

phénomène de résistance. Augmenter la couverture sérotypique des vaccins actuels est donc un des 

objectifs prépondérants des nouvelles stratégies vaccinales. Deux types de vaccins sont présents sur 

le marché : les vaccins polysaccharidiques et les vaccins glycoconjugués. Néanmoins, seuls les vaccins 

glycoconjugués apportent une protection chez les jeunes enfants, qui constituent une part 

importante de la population à risque. Cependant, les méthodes actuellement employées pour 

produire ces vaccins glycoconjugués ne permettent pas de contrôler la position ou le nombre de 

tétrasaccharides sur la protéine porteuse et fournissent des antigènes vaccinaux non homogènes. 

Ces caractéristiques sont pourtant importantes pour la qualité de la réponse immunitaire.  

Par cette étude, nous avons alors cherché à atteindre 3 objectifs : 

 Objectif 1 : Fournir un vaccin contre S. pneumoniae ayant une couverture sérotypique plus 

large. 

 

 Objectif 2 : Fournir un glycoconjugué site-spécifique et homogène afin de permettre l'étude 

de l'influence de la position de greffage du saccharide sur la réponse immunitaire. 

 

 Objectif 3 : Fournir un glycoconjugué multivalent homogène afin de permettre l'étude de 

l'influence du ratio sucre greffé/protéine porteuse sur la réponse immunitaire. 

 

Notre stratégie a consisté à coupler le PnTS14 avec la mPsaA afin d’atteindre l’objectif 1. Une 

réactivité croisée des anticorps anti-mPsaA pour plusieurs sérotypes est implicite mais n’a pas été 

étudiée au sein de cette étude. Le cœur de ces travaux est centré sur la génération de 

glycoconjugués monovalents et trivalents ciblés et homogènes (objectif 2 et 3). Pour cela, nous avons 

utilisé la technologie d'incorporation d'acides aminés non naturels afin de fournir des vaccins 

glycoconjugués homogènes et dont le nombre et la position des unités saccharidiques greffées sont 

contrôlés. Cette stratégie de conjugaison originale a encore été très peu utilisée afin de fournir des 

vaccins (Fairman, Heinrichs, and Chan 2018; Kapoor et al. 2018). Nous avons alors produit trois 

conugués monovalents homogènes (K24, K213 et K229) et un conjugué trivalent homogène (K24-

K213-K229). Ces conjugués ont tous été produits en quantité suffisante pour réaliser des tests 

d'immunogénicité sur des souris. A notre connaissance, il s'agit du premier exemple utilisant la 

technologie des acides aminés non naturels in vivo afin de générer des vaccins glycoconjugués ayant 

des positions contrôlées. De plus, il s'agit également du premier exemple de vaccin glycoconjugué 

multivalent homogène généré par cette technologie. L'utilisation de la méthode d'incorporation des 

acides aminés non naturels est donc un outil innovant permettant de maîtriser des paramètres de 

conjugaison jusqu'alors difficilement étudiables. Les résultats concernant la réponse immunitaire 

présentent des différences selon les conjugués utilisés, ce qui semble indiquer que la position de 
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greffage a impacterait la réponse produite. Néanmoins, cela nécessite des analyses complémentaires 

afin de pouvoir expliquer ces différences observées au niveau de la réponse immunitaire anti-mPsaA.  

  La méthode d’incorporation des acides aminés non naturels est une méthode présentant des 

avantages importants lorsqu’il s’agit de générer des conjugués ciblés sans modifier la protéine 

porteuse. De plus, cette méthode peut s'adapter à de nombreuses protéines vaccinales issues de 

différents organismes. La technologie d'incorporation d'acides aminés non naturels s'ajoute donc aux 

outils maîtrisés au laboratoire afin de fournir des vaccins conçus de manière rationnelle. Ces vaccins 

permettront alors d'étudier les paramètres de couplage et à terme de déduire leurs effets sur la 

réponse immunitaire dont beaucoup d'éléments restent encore incompris. 

Produire des protéines contenant un acide aminé non naturel en grande quantité est 

néanmoins difficile et donc limitant pour la génération de protéines vaccinales. Lorsque l’on cherche 

à conjuguer deux éléments ciblés sur une protéine, l’incorporation de deux acides aminés non 

naturels de manière site-spécifique s’avère encore plus difficile. Afin de pouvoir conjuguer plusieurs 

éléments sur une protéine porteuse, il peut alors être intéressant de coupler cette technologie avec 

l’utilisation de mutants cystéines lorsque c’est possible ou avec l’incorporation résidu-spécifique d’un 

autre acide aminé non naturel. La méthode d'incorporation de manière résidu-spécifique n'a 

cependant pas encore été implémentée au sein du laboratoire mais son utilisation conjointe ou 

complémentaire à l'incorporation site-spécifique a un fort potentiel. Par exemple, afin de conjuguer 

plusieurs éléments sur la PsaA, comme par exemple un adjuvant, il est également possible de coupler 

la méthode d'incorporation d'acides aminés non naturels avec la mutagenèse d’acides aminés en 

cystéines. En effet, la PsaA ne possède naturellement aucune cystéine et des mutants cystéines ont 

été utilisés avec succès au sein du laboratoire afin de fournir des conjugués spécifiques. Cela 

permettrait alors de générer un vaccin composé de trois éléments (protéine, saccharides, adjuvant) 

dont les paramètres de couplage resteraient maîtrisés. 
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Chapitre 4 : Matériel et Méthode pour la 

génération de vaccins glycoconjugués 
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I. Synthèse de la PropargylLysine (PrK) : (échelle 500 mg) 
La synthèse ci-dessous est présentée à une échelle de 500mg, cependant cette synthèse a 

également été montée en échelle (jusqu’à 2g) mais en gardant les mêmes proportions et sans 

adaptation particulière. 

 

Etape (1) : synthèse du composé intermédiaire  

Cinq cent milligrammes de Boc-Lys-OH (soit 2.03mmol) sont dissous dans une solution de 1M 

NaOH (5mL) et THF (5mL) puis la solution est refroidie à 0°C à l’aide d’un bain de glace. Ensuite, du 

propargylchloroformate (158µl, soit 192,5 mg, 1,62mmol) est ajouté goutte à goutte. La solution est 

ensuite laissée à température ambiante sous agitation sur la nuit (environ 10h). Puis, la solution 

obtenue est refroidie.  

 

La solution refroidie est alors lavée avec de l’éther froid (50mL), afin d’éliminer les réactifs 

résiduels. La phase éthérée est retirée de l’ampoule. La phase aqueuse restante est acidifiée avec de 

l’acide chlorhydrique froid (1M, 50mL). Le produit est ensuite extrait de la phase aqueuse vers la 

phase organique par l’ajout d’acétate d’éthyle froid (2 fois 30mL). La phase organique est récupérée 

dans un erlenmeyer et contient le produit.  

Enfin, cette phase organique est séchée par l’ajout de poudre MgSO4 et filtrée, puis les solvants sont 

évaporés à l’aide de l’évaporateur rotatif. Le produit intermédiaire est alors obtenu et se présente 

sous la forme d’une huile marron-orangée. Environ 50mg de ce produit ont été dissouts dans du 

CDCl3 (Chloroforme) pour analyse par RMN. 

 

 Etape (2) : dé-protection et production de la molécule finale : 

Le composé produit précédemment est dissout dans 4mL de Dichlorométhane (milieu 

anhydre, sous argon). Puis, 4mL de TFA est ajouté goutte à goutte et la réaction est incubée à 

température ambiante pendant 2h sous agitation. Enfin, les solvants sont évaporés à l’aide de 

l’évaporateur rotatif et le produit est précipité au froid grâce à l’ajout de diéthyléther, puis filtré et 

séché afin d’obtenir l’acide aminé non naturel pur sous forme d’un solide blanc. Une analyse RMN a 

été effectuée et a permis de valider la synthèse de la propargyl-Lysine. 

 

La propargyl-Lysine est ensuite dissoute dans de l’eau à une concentration de 100mM et stockée 

sous forme d’aliquot à -20°C jusqu’à son utilisation. 

II. Test de pénétration de la Propargyl-Lysine dans les bactéries 
L’entrée de la propargyl-lysine dans les bactéries a été vérifiée par une analyse sur 

chromatographie sur couche mince (CCM). Pour cela, une culture de 5mL a été réalisée selon le 

protocole (section III.3) en absence et en présence de 10mM de Propargyl-Lysine. La culture a 

ensuite été culotée par centrifugation à 5000g pendant 10min, puis le culot a été lavé 3 fois avec 5mL 

de tampon froid (Na2HPO4/NaH2PO4 50mM, NaCl 150mM, pH8). Le culot a ensuite été resuspendu 

dans 300µL de ce tampon et a été lysé par sonication (30 secondes, cycles 5sec-5sec, amplification 

50%, appareil : Thermo Fischer, FB120-220), puis centrifugé à 10 000rpm pendant 15 minutes à 4°C. 

Enfin 1µL du surnageant de lyse a été déposé sur CCM (Eluant : Butanol, Acide acétique, Eau 

(proportions 10/2,5/2,5), et révélateur : Ninhydrine) en parallèle de la PrK pure.  
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III. Production et analyse des protéines recombinantes et vaccins 

glycoconjugués 

III.1 Transformation au sein des souches d’expression  

Les souches d’expression pour la production des protéines recombinantes utilisées lors de ce 

travail sont BL21(DE3) (Merck Novagen, VWR, 69450) et B95ΔA (souche issu du laboratoire de 

Sakamoto, Japon, (Mukai, Hoshi, et al. 2015). 

Le génotype des souches est le suivant : 

 -BL21(DE3) : E. coli  str. B, F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-

T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λ
S) 

Cette souche est une souche couramment utilisée pour la production de protéines recombinantes. 

 -B95ΔA : E. coli  str. BL21(DE3), ΔRF1, Δ95TAG 

Concernant la souche B95ΔA, le gène codant pour le Releasing Factor 1 (RF1) a été délété dans le 

génome et 95 codons stop « ambre » TAG parmi les 273 présents dans le génome ont été remplacés 

à l'aide de mutations silencieuses. Ces modifications du génome bactérien ont pour objectif de 

favoriser l’incorporation multiple d’acides aminés non naturels au niveau du codon TAG dans les 

protéines cibles. 

Ces souches sont rendues compétentes à l’aide de la méthode TB+.  Pour cela, une 

préculture est diluée au centième dans du LB, puis incubée à 37°C jusqu'à que la densité optique à 

600nm soit comprise entre 0,45-0,5 (début de phase exponentielle). La croissance de la culture est 

ensuite arrêtée par incubation dans la glace pendant 10 min et centrifugation des cellules pendant 10 

min à 2500rpm à 4°C. Le culot bactérien est ensuite resuspendu dans 16% du volume de culture 

initial dans du TB+ (Pipes 10mM, CaCl2 15mM, KCl 250mM, Mn2+ 55mM). Les cellules sont ensuite 

incubées dans la glace pendant 10min avant d’être centrifugées à nouveau à froid à 2500rpm 

pendant 10min. Le surnageant est éliminé et le culot est de nouveau resuspendu dans 4% du volume 

de culture initiale. Enfin, 7% de DMSO final est ajouté et les cellules sont aliquotées par 100µL puis 

congelées pour un usage ultérieur. La compétence des cellules est vérifiée par transformation de 1µL 

d’un plasmide test pET11a (50ng) avant validation.  

III.2 Production des protéines sauvages (mPsaA WT)  

La production de la protéine recombinante mPsaA sauvage (WT) s’effectue au sein de la 

souche BL21(DE3). Pour la partie I.5, la production a été réalisée à l’aide du plasmide pET11a-mPsaA-

WT (portant une résistance à l’ampicilline et l'étiquette Histidine en N-terminal de la séquence 

protéique d’intérêt), alors que pour la partie I.6, la production a été réalisée à l’aide du plasmide 

pET24d-mPsaA-WT (portant une résistance à la kanamycine et l'étiquette Histidine en C-terminal de 

la séquence protéique d’intérêt). Les séquences plasmidiques sont présentées en Annexe 2 et 3. 

A partir d’une colonie bactérienne, une préculture est réalisée avec 5mL de milieu LB en 

présence d’un antibiotique de sélection selon la construction plasmidique utilisée (ampicilline 

100µg/mL pour la production avec les plasmides pET11a et kanamycine 25µg/mL pour la production 

avec les plasmides pET24d) et incubée sur la nuit à 37°C sous agitation. Le Lendemain, la préculture 

est diluée au centième dans du milieu auto-inductif (FORMEDIUM, n° AIMLB0210) en présence d’un 

antibiotique de sélection puis incubée 24h à 37°C sous agitation.  
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III.3 Production des protéines mutées contenant une Propargyl-Lysine 

(mPsaA-K24PrK, mPsaA-K213PrK, et mPsaA-K229PrK)  

La production s’effectue au sein de la souche BL21(DE3) pour les protéines mPsaA-K24PrK, 

mPsaA-K213PrK et mPsaA-K229PrK et au sein de la souche B95ΔA pour la protéine mPsaA-K24PrK-

K213PrK-K229PrK.  

Au sein de la souche d’expression, deux plasmides ont été co-transformés : un plasmide 

d’expression (pET11a ou pET24d) et un plasmide portant un ARNt et une aaRS orthogonaux, les 

éléments nécessaires à l’incorporation de l’acide aminé non naturel (pEVOL). Pour la partie I.5, la 

production a été réalisée à l’aide du plasmide d’expression pET11a-mPsaA-K24, K213 ou K229 en co-

transformation avec le plasmide pEVOL alors que pour la partie I.6, la production a été réalisée à 

l’aide du plasmide pET24d-mPsaA-K24, K213 ou K229 en co-transformation avec le plasmide pEVOL. 

Les séquences plasmidiques sont présentées en Annexe 2 et 3. 

A partir d’une colonie bactérienne, une préculture est réalisée avec 5mL de milieu LB en 

présence d’antibiotiques de sélection (ampicilline 100µg/mL et chloramphenicol 30µg/mL pour la 

production avec les plasmides pET11a et pEVOL ou kanamycine 25µg/mL et chloramphenicol 

30µg/mL pour la production avec les plasmides pET24d et pEVOL) et incubée sur la nuit à 37°C sous 

agitation. Le lendemain, la préculture est diluée au centième dans du milieu auto-inductif 

(FORMEDIUM, n° AIMLB0210) en présence d’antibiotiques de sélection,  de PropargylLysine à 1mM 

et d’arabinose à 0.02% final puis incubée 24h à 37°C sous agitation.  

  

III.4 Vérification de l’incorporation de l’acide aminé non naturel par SDS-

PAGE/WesternBlot  

Des cultures sont réalisées selon le protocole précédent, avec ou sans acide aminé non 

naturel afin de vérifier son incorporation par une analyse SDS-PAGE. 

Les échantillons composés de 10µL de culture avec 5µL d’eau et 5µL de tampon de charge 

(bleu de bromophénol, SDS, et βmercaptoéthanol) sont chauffés 5min à 100°C avant d’être déposés 

sur gel d’acrylamide 12%.  

Pour une analyse des protéines totales par SDS-PAGE, le gel est coloré dans du Bleu de 

Coomassie pendant 1h puis décoloré pendant 1h dans de l’éthanol 20%. 

Pour une analyse de la protéine portant l'étiquette histidine en Westernblot, le protocole 

suivant est réalisé. Les protéines sont transférées du gel de SDS-PAGE sur une membrane de 

nitrocellulose (PALL, BioTrace 66485) à l’aide d’un appareil de transfert (Thermo scientifique, Pierce 

Power Blotter), suivant le protocole de transfert des protéines de tailles mixtes (7min, 1,3A, 25V). La 

membrane est ensuite incubée 2h dans du TBS-Tween 0,1%-Lait5% pour limiter les interactions non 

spécifiques, puis lavée dans du TBS-Tween 0,1% avant une incubation sur la nuit dans l’anticorps 

primaire souris anti-étiquette Histidine (anticorps monoclonal sigma H1029, concentration 1/1000, 

TBS-Tween 0,1%-BSA-5%). La membrane est lavée 3 fois avec du TBS-Tween 0,1% pendant 15min. La 

membrane est ensuite incubée dans l’anticorps secondaire (anticorps chèvre anti souris couplé à un 

fluorophore Alexa 680 (Invitrogen A21058) à une dilution 1/10 000, TBS-Tween 0,1%-BSA-5%) 

pendant 1h à température ambiante. Enfin, après 3 lavages dans du TBS-Tween 0,1% durant 15min, 

la membrane est lue à l’aide de l’appareil de lecture (Odyssey  CLX, LI-COR). 

 

III.5 Purification des protéines recombinantes  

Les protéines recombinantes qui ont été produites lors de ce projet possèdent un tag 

histidine qui a été utilisé afin de les purifier par chromatographie d’affinité sur colonne de Nickel 

selon le protocole suivant.  
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La culture (section III.3) a été centrifugée à 5000g pendant 10min, puis le culot a été resuspendu 

dans du tampon de lyse (Na2HPO4/NaH2PO4 50mM, NaCl 150mM, pH8, 5mM imidazole, PMSF 

0,2mM), et les cellules ont été lysées par sonication (5min, cycles 5sec-5sec, amplification 50%, 

appareil : Thermo Fischer, FB120-220). Le lysat a ensuite été centrifugé 30 minutes à 10 000rpm à 

4°C, puis le surnageant de lyse cellulaire a été filtré sur une membrane de 0,45µm avant d’être 

incubé 1h avec des billes de Nickel (Macherey Nagel, Protino) conditionnées dans du tampon 

(Na2HPO4/NaH2PO4 50mM, NaCl 150mM, pH8 imidazole 5mM). La purification a ensuite été 

effectuée à l’aide de différentes solutions contenant des concentrations d’imidazole croissantes 

(5mM à 300mM). Chaque fraction d’élution a été récupérée et pour chaque fraction un aliquot de 

15µL a été analysé sur gel SDS-PAGE 12%. Les fractions contenant la protéine d’intérêt pure ont 

ensuite été dialysées dans du PBS à l’aide de membranes de dialyses (tailles des pores à 6-8000 Da) 

afin d’éliminer l’imidazole. Les fractions ont ensuite été utilisées pour valider la protéine par 

spectrométrie de masse ou pour une analyse en dichroïsme circulaire ou enfin pour réaliser une 

conjugaison par chimie click.  

 

III.6 Dichroïsme Circulaire  

Après purification, la protéine mPsaA a été analysée par dichroïsme circulaire, à l’aide de 

l’appareil Jasco-J810. Pour avoir un signal exploitable et reproductible, les protéines ont été diluées 

pour obtenir un signal aux alentours de -20/-30 à une longueur d’onde de 220nm, soit une 

concentration de 0,09mg/mL pour la mPsaA. Les mesures de concentrations ont été réalisées au 

Nanodrop en utilisant les valeurs caractéristiques de la mPsaA (ɛ=37,360cm-1M-1 et M=34,142kDa). 

Les signaux de différentes conditions ont ensuite été comparés par superposition des courbes 

obtenues. 

III.7 Conjugaison des protéines avec le tétrasaccharide-N3 ou avec la 

fluorescéine-N3 

Afin de produire le vaccin glycoconjugué, la protéine mPsaA a été conjuguée avec un 

tétrasaccharide constitutif de la capsule du sérotype 14 de S. pneumoniae (Pn14TS). La protéine 

mPsaA a également été conjuguée dans certaines expériences avec la fluorescéine afin de tester la 

fonctionnalité des groupements alcynes portés par l’acide aminé non naturel incorporé.  

Une fois purifiées les protéines sont conjuguées à du tétrasaccharide-N3 ou avec la 

fluorescéine-N3 par réaction de conjugaison catalysée par le cuivre I (aussi appelée copper(I)-

catalyzed alkyne-azide cycloaddition (CuAAC)) selon le protocole qui a été décrit dans la publication 

de Presolski et al. (Presolski, Hong, and Finn 2011) En bref, 432,5µL de protéine purifiée (dont la 

concentration varie entre 0,2 et 2mg/mL) est mélangée à 10µL de tétrasaccharide-N3 ou avec la 

fluoresceine-N3 à 5mM, ainsi qu’à un mélange de 2,5µL de CuSO4 à 50mM et 5µL de THPTA à 50mM, 

à 25µL de solution d’aminoguanidine à 100mM et à 25µL de solution d’ascorbate de sodium à 

100mM. La réaction a ensuite été incubée 3h à 24h à température ambiante. Cinquante microlitres 

d’EDTA à 0,5M sont alors ajoutés à la réaction afin de piéger le cuivre (catalyseur de la réaction) et de 

stopper la réaction. Les échantillons sont ensuite purifiés sur colonne d'exclusion stérique (section 

suivante III.8). 

 

III.8 Purification sur colonne d’exclusion stérique et lyophilisation 

 Après la réaction de conjugaison, les tétrasaccharides non conjugués et les réactifs de 

conjugaison sont rapidement éliminés à l’aide d’une purification sur une colonne d’exclusion stérique 

(GE, Superdex 200, 16/600). La colonne est d’abord équilibrée à l’aide de tampon PBS avec un débit 
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de 0,8mL/min, puis l’échantillon est injecté dans la colonne (volume d’échantillon 2-4mL, boucle 

d’injection de 5mL) et l’échantillon est élué avec 450mL de PBS en appliquant un débit de 0,5-

0,8mL/min. L’apparition de pics d’élution de protéines est suivie à l’aide d’un détecteur à 280nm 

(Biologics Optics Module II OM-11). Les fractions contenant la protéine d’intérêt sont ensuite 

récupérées et vérifiées par une analyse sur SDS-PAGE. 

 

III.9 Purification des glycoconjugués sur Galectine 3 fixée sur colonne 

NHS  

L’incorporation d’un acide aminé non naturel par le détournement d’un codon stop TAG 

n’est pas efficace à 100% et entraîne la production d’un mélange de la protéine cible complète (ayant 

incorporé le NAA) et de la protéine cible tronquée (dont la traduction s’est arrêtée au codon stop 

TAG). Lors de l’utilisation de la construction plasmidique pET11a (avec l'étiquette histidine en N-

terminal), les deux types de protéines cibles sont produites et purifiées à l’aide de la purification sur 

colonne de Nickel car elles possèdent toutes les deux l'étiquette histidine (présent en N-terminal). 

Une construction comportant l'étiquette histidine en C-terminal a donc été développée (section III.1). 

Cependant, la coupure de cette étiquette par la TEV (section III.10) n’est pas efficace sur la 

construction possédant l'étiquette histidine en C-terminal. Une stratégie consistant à purifier les 

protéines ayant été conjuguées avec le tétrasaccharide a alors été envisagée. En effet, la Galectine 3 

(une protéine produite au laboratoire) reconnaît le tétrasaccharide. La conjugaison par chimie click 

étant très spécifique, uniquement les protéines ayant incorporé l’acide aminé non naturel seraient 

alors purifiées avec cette méthode. De plus, en cas de réaction de conjugaison incomplète cela 

permet d’isoler les protéines ayant été conjuguées efficacement. Ces manipulations ont été réalisées 

par une technicienne du laboratoire (Annie Lambert). La Galectine 3 est d’abord fixée 

aspécifiquement sur une colonne NHS (GE, HiTrap, 1mL, 0716-30). Pour cela, la colonne NHS a été 

lavée 3 fois avec 2mL d’HCl 1mM. La colonne est ensuite chargée 4 fois avec de la Galectine 3 par une 

incubation de 15 minutes à 4°C puis 15 minutes à température ambiante avec la solution de 

Galectine-3 à environ 8mg/mL (préalablement produite au sein du laboratoire, dans un tampon 

Carbonate de sodium 0,2M, pH 8,3; NaCl 0,2M, lactose 0,1M) pour un chargement final d’environ 30-

40mg par colonne. La colonne est ensuite lavée et désactivée à l’aide de 3 fois 2mL de tampon 

d’Ethanolamine 0,5M, NaCl 0,5M, et pH 8,3 suivi de 3 fois 2mL de tampon Acétate de sodium 0.1M, 

NaCl pH 4 et de nouveau 3 fois 2mL de tampon d’Ethanolamine 0,5M, NaCl 0,5M, et pH 8,3. Après 

une incubation d’une demi-heure à température ambiante, ces étapes de lavages sont répétées. 

Enfin un tampon d’équilibration (PBS 1mM EDTA) est injecté avant de procéder à la purification. Pour 

réaliser la purification, la solution protéique contenant la protéine conjuguée avec le tétrasaccharide 

est ensuite injectée sur la colonne. Puis, la colonne est lavée avec 5mL de tampon (PBS, 1mM EDTA) 

pour éliminer les protéines interagissant de façon aspécifique. Enfin la protéine retenue est éluée à 

l’aide d’une solution contenant du lactose (PBS, 1mM EDTA, 100mM lactose). Les fractions sont 

ensuite analysées sur SDS-PAGE (gel d’acrylamide 12%). 

III.10 Coupure de l'étiquette histidine par la protéase TEV 

Les protéines produites lors de ce projet sont destinées à la génération d'un vaccin 

glycoconjugué suivi d'une immunisation chez l'animal. Cependant il est possible que l'étiquette 

histidine soit reconnue par le système immunitaire et que des anticorps soient produits contre cette 

étiquette au détriment de la protéine mPsaA et du tétrasaccharide. Nous avons donc cherché à 

enlever cette étiquette à l’aide de la protéase du Tobacco Etch Virus (TEV protéase, produite au sein 

du laboratoire) spécifique pour le site de coupure ENLYFQ|S que nous avons inséré dans nos 

constructions plasmidiques entre la séquence de la protéine mPsaA et l'étiquette histidine. Pour cela, 
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les protéines ont été dialysées dans un tampon dans lequel la protéase TEV est efficace (Tris-HCl 

50mM, EDTA 0,5M, DTT 1mM), puis incubées avec la protéase (le rapport protéine à clivée : protéase 

étant de 20 pour 1) pendant une nuit à température ambiante. La coupure est ensuite vérifiée par 

une analyse SDS-PAGE.  

III.11 Production d’un vaccin glycoconjugué à l’aide de la méthode 

aléatoire 

Afin de comparer les vaccins conjugués ciblés générés grâce à l’utilisation de la Propargyl-

Lysine (méthode sections III.3 à III.9) avec des vaccins glycoconjugués générés avec une méthode 

aléatoire (basée sur la réactivité des lysines), un vaccin glycoconjugué à l’aide de cette dernière 

méthode a été généré en suivant le protocole ci-après. 

 

Génération de fonction propargyl à partir des lysines présentes à la surface de la mPsaA : 

Du propargylsuccinimide (0,05 mmol, dissout dans l’acétonitrile) est progressivement (un 

tiers du réactif toutes les 45min) ajouté à la protéine mPsaA sauvage (10mg, soit environ 0,3µmol de 

protéine, mais comme la protéine possède 38 lysines, cela correspond à environ 11,4µmol de lysines 

bien que leurs disponibilités par rapport au solvant soient variables) dans du tampon Phosphate à 

0,2M. Puis 45 min après le dernier ajout, la protéine est dialysée afin d’éliminer le 

propargylsuccinimide n’ayant pas réagi ainsi que l’acétonitrile. 

 

Conjugaison de la mPsaA-dérivatisée avec le tétrasaccharide : 

 Afin de générer un vaccin glycoconjugué de façon aléatoire comparable au conjugués formés 

à l’aide de l’incorporation de trois Propargyl-Lysines au sein de la séquence (mPsaA-K24-Pn14TS-

K213-Pn14TS-K229-Pn14TS), la réaction de conjugaison est réalisée en suivant le protocole de la 

section III.7, mais en utilisant uniquement trois équivalents de tétrasaccharide (Pn14TS) par rapport à 

la protéine (mPsaA). La limitation de la quantité de tétrasaccharide dans le mélange réactionnel 

devrait permettre de produire un vaccin conjugué de façon aléatoire mais avec seulement trois 

tétrasaccharides greffés au sein de la séquence (mPsaA-3Pn14TS). Cette protéine conjuguée a 

ensuite été vérifiée par spectrométrie de masse. 

IV. Biologie moléculaire – Préparation des gènes de la protéine cible 

mPsaA 

II.1 Clonage du gène de la mPsaA dans le plasmide pET24d 

Le gène de la mPsaA ou Pneumococcal Adhesin A de S. pneumoniae sous sa forme mature, 

c'est-à-dire sans le peptide signal qui la rend insoluble, a été commandé chez Genscript, cloné dans le 

plasmide pET11a avec une étiquette de 6 histidines en N-terminal. Cependant, l’incorporation d’un 

acide aminé non naturel par le détournement d’un codon stop TAG n’est pas efficace à 100% et cela 

entraîne la production d’un mélange de la protéine cible complète (ayant incorporé le NAA) et de la 

protéine cible tronquée (dont la traduction s’est arrêtée au codon stop TAG). Lors de l’utilisation de 

la construction plasmidique pET11a (avec l'étiquette histidine en N-terminal), les deux types de 

protéines cibles sont produites et purifiées par chromatographie d’affinité sur colonne de Nickel car 

elles possèdent toutes les deux l'étiquette histidine (présent en N-terminal). Afin de pouvoir séparer 

plus facilement les formes tronquées des formes complètes, le gène de la mPsaA a été recloné au 

sein du plasmide pET24d (avec l'étiquette histidine en C-terminal), ainsi seulement les protéines 

cibles ayant incorporé l’acide aminé non naturel sont purifiées sur colonne de nickel. Le gène de la 

mPsaA a été amplifié par PCR (Pfu polymérase (Promega, M7741) : 1) dénaturation initiale 95°C 
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pendant 3min, les étapes 2 à 4 sont répétées 18 fois : 2) dénaturation 95°C pendant 30sec, 3) 

hybridation 58°C pendant 30sec, 4) élongation 68°C pendant 1min, puis 5) élongation finale 68°C 

pendant 2min) à l’aide d’amorces contenant des sites de restriction NcoI et XhoI (amorces 1 et 2 

présentées en annexe). Puis les amplicons sont ensuite vérifiés sur gel d'agarose 1% et purifiés à 

l'aide du kit de PCR purification (QIAGEN, 28104).   

Le vecteur et l’insert sont ensuite digérés par les enzymes de restriction FastDigest NcoI 

(Thermofisher, FD0573) et XhoI (Thermofisher, FD0694) pendant 30min à 37°C avant d'être déposés 

sur gel d'agarose 1% et purifiés à l'aide du kit d’extraction de gel (QIAGEN, 28115). 

Enfin, la ligation est effectuée grâce à l’enzyme T4 ligase (Thermofischer, EL0014) pendant 

15min à température ambiante sachant que le rapport molaire entre le vecteur et l’insert utilisé est 

de 1/3, et que la réaction a été effectuée sur 50ng de vecteur. Ensuite, 2,5µL de la réaction de 

ligation (1/4 du volume total) ont été utilisés pour la transformation dans des bactéries XL1b ou 

DH5α compétentes (méthode TSS décrite ci-dessous).  

 

II.2 Compétence des cellules 

Les cellules XL1b compétentes à la transformation par choc thermique sont préparées grâce 

à la méthode TSS. 

Pour cela, une préculture bactérienne est diluée au 100ème dans du LB, puis incubée à 37°C 

jusqu'à ce que la densité optique à 600nm soit comprise entre 0,40-0,5 (début de phase 

exponentielle). La culture est ensuite aliquotée (1mL par tube) et la croissance bactérienne est 

arrêtée en mettant la culture 10min dans la glace. Les tubes sont centrifugés à 4500g pendant 10min 

à 4°C, le surnageant est enlevé et le culot resuspendu dans 100µL de TSS (PEG6000 100mg/mL ; 

MgSO4 12.5mg/mL ; DMSO 5% v/v ; pH6.5). Les cellules sont ensuite congelées à -80°C et disponibles 

pour un usage ultérieur. La compétence des cellules est vérifiée par transformation de 1µL d’un 

plasmide test pET11a (50ng) avant validation. 

 

II.3 Transformation et vérification de séquences 

Les cellules compétentes sont décongelées dans la glace pendant 10min, puis l’ADN 

plasmidique est ajouté aux cellules avant incubation pendant 30min dans la glace. Le choc thermique 

est ensuite réalisé en plaçant les tubes à 42°C pendant 45sec avant de les replacer dans la glace 

pendant 2min. Ensuite, l'expression de la résistance à l'antibiotique est permise par ajout de 900µL 

de LB (sans antibiotique) et incubation à 37°C sous agitation pendant 1h avant étalement sur des 

boites de pétri contenant du LB-Agar avec l'antibiotique de sélection (kanamycine pour pET24d). 

 

Pour vérifier la séquence des vecteurs générés, des précultures sont réalisées avec 5mL de 

milieu LB avec antibiotique de sélection (les antibiotiques correspondant aux plasmides sont 

présentés en annexe) et incubées à 37°C sur la nuit sous agitation. Une Miniprep est réalisée suivant 

le kit de QIAGEN (27104). Cinq cents à mille nanogrammes de cette Miniprep sont ensuite envoyés à 

séquencer par l’entreprise Eurofins à l’aide de la méthode de Sanger (avec les amorces T7P et T7T 

pour les plasmides pET (n°3 et 4 en annexe)). Les séquences sont ensuite analysées par alignement 

avec la séquence cible sur le logiciel Geneious. 

II.4 Mutation du gène de la mPsaA par amplification PCR  

Afin d’incorporer l’acide aminé non naturel à une position donnée dans la protéine, un codon 

TAG doit être généré dans le gène codant pour la protéine cible. Nous avons choisi trois positions 

pour incorporer l’acide aminé non naturel : K24, K213 et K229. Après mutation, nous obtenons les 
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gènes mPsaA-K24TAG, mPsaA-K213TAG et mPsaA-K229TAG. Ces mutations ont été générées avec 

une technique de mutagénèse par amplification par PCR décrite ci-dessous. 

Le plasmide à modifier est amplifié par PCR (Pfu polymérase (Promega, M7741)  : 1) 

dénaturation initiale 95°C pendant 3min, les étapes 2 à 4 sont répétées 16 à 18 fois : 2) dénaturation 

95°C pendant 30sec, 3) hybridation 58°C pendant 30sec, 4) élongation 68°C pendant 5min (1min/kb), 

puis 5) élongation finale 68°C pendant 15min avec les amorces portant les mutations (cf amorces 

n°5-10 en annexe). Puis le plasmide parental non modifié est éliminé par traitement avec l’enzyme 

DpnI (ThermoFisher, ER1701, 10U par réaction, incubation pendant 1h30 à 37°C, puis inactivation par 

20min à 80°C). Enfin, un dixième de la réaction de mutagénèse (soit 5µL) est transformé dans des 

bactéries DH5α ou XL1b compétentes. Les modifications sont ensuite vérifiées par séquençage 

comme décrit ci-dessus (section II.3) avec les amorces T7P et T7T (n°3 et 4 en annexe).  

Pour le triple mutant mPsaA-K24PrK-K213PrK-K229PrK, l’étape de mutagénèse a été répétée 

3 fois de manière séquentielle en suivant le protocole décrit ci-dessus. 

V. Optimisation de l’incorporation de l’acide aminé non naturel  
 

IV.1 Optimisation de l’incorporation de la Propargyl-Lysine par la méthode de 

plan d’expérience 

Création du plan d’expérience sous le logiciel Rstudio : 

Afin de déterminer les conditions optimales d’incorporation de la PrK dans la protéine 

modèle mPsaA, une méthodologie de plan d’expérience basée sur un modèle Box-Behnken a été 

mise en place en utilisant le logiciel RStudio (Version 1.1.453) et plusieurs packages (Annexe 5). Ce 

modèle correspond à un modèle du second degré de type «y = a0 + a1x1 + a2x2+ a12x1x2 + a11x1² + a22x2² 

+ e » où y est la réponse (ici la production de protéine ayant incorporé la PrK) en fonction des 

différents facteurs x (ici pH, température, temps d’induction à l’arabinose, et concentration 

d’arabinose) associés à leur coefficient a (qui indiqueront leur effet sur la réponse) et e l’erreur 

expérimentale. Les facteurs étudiés sont entrés avec leurs bornes (valeurs minimale et maximale) 

selon la définition du domaine d’étude choisi. Le logiciel établit alors une liste de conditions 

expérimentales à tester sous forme d’un tableau Excel. Une fois les expériences réalisées, les 

résultats sont importés dans RStudio toujours via Excel. Le logiel Rstudio calcule ensuite un modèle 

de second degré qui s’ajuste au mieux aux points expérimentaux.  Plusieurs éléments permettent de 

vérifier la validité du modèle calculé comme le R², ainsi que la possibilité de représenter 

graphiquement les résidus (différences entre chaque point expérimental et le modèle) afin de 

s’assurer que les résidus présentent bien un profil aléatoire et donc que le modèle n’est pas biaisé 

par un oubli de facteur par exemple. Chaque effet de facteur représenté par les coefficients a est 

également calculé et évalué selon un test de Student, ainsi une pvalue permet de déterminer quels 

sont les facteurs significativement influents. Le logiciel calcule également les points stationnaires du 

modèle, c’est-à-dire des maxima ou minima du modèle.   

Clonage GFP en aval du gène de la mPsaA-K193 : 

 Afin de réaliser des tests d’incorporation par la méthodologie de plan d’expérience, il 

est nécessaire d’avoir une réponse quantitative. Le gène de l’eGFP a donc été cloné en aval du gène 

de la mPsaA, puis un codon TAG a été généré au sein du gène mPsaA en position K193.  

L’incorporation d’un acide aminé non naturel au niveau du codon TAG conduit à la production d’une 

protéine de fusion fluorescente. La fluorescence peut ainsi être mesurée avec un spectrophotomètre 

à plaques (TECAN, Infinite M1000) et quantifiée, et reflète l’efficacité d’incorporation de la PrK dans 

la protéine d’intérêt.  
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Le plasmide pET24d-mPsaA a été linéarisé par digestion avec l’enzyme XhoI (ThermoFisher 

ER0692). Les fragments ont été déposés sur gel d'agarose 1% et purifiés à l'aide du kit d’extraction de 

gel (QIAGEN, 28115). 

Le gène eGFP a été amplifié par PCR (Pfu (Thermo Fisher F-530S) : 1) dénaturation initiale 

95°C pendant 3min, les étapes 2 à 4 sont répétées 25 fois : 2) dénaturation 95°C pendant 30sec, 3) 

hybridation 58°C pendant 30sec, 4) élongation 72°C pendant 1min, puis 5) élongation finale 72°C 

pendant 10min). L’amplicon a ensuite été déposé sur gel d'agarose 1% et purifié à l'aide du kit 

d’extraction de gel (QIAGEN, 28115). 

Enfin, le clonage est réalisé à l’aide du kit de Gisbon Assembly (DNA Synthetic Genomics, 

GA1100). Le rapport molaire entre le vecteur et l’insert utilisé est de 1/3 avec 50ng de vecteur. Le 

mélange contenant l’ADN (insert et vecteur) ainsi que 5µL de mélange Gibson dans un volume final 

de 10µL a été incubé à 50°C pendant 30min. Un microlitre de ce mélange a ensuite été transformé au 

sein de bactéries XL1b compétentes (méthode TSS). Le codon stop TAG a ensuite été généré selon la 

méthode décrite dans la section II.4, à l’aide des amorces n°25-28 décrites en annexe. Les étapes de 

transformation et de vérification de séquence ont été réalisées comme décrit précédemment 

(section II.3).  

Réalisation des tests expérimentaux : 

 Pour s’assurer d’une répétabilité optimale sur les tests, ceux-ci ont été effectués par un seul 

manipulateur (stagiaire M1 : Mehdi Largouet). Une préculture a été réalisée à heure fixe (16h) dans 

5mL de LB en présence d’antibiotiques (kanamycine à 25µg/mL et chloramphenicol à 30µg/mL) à 

partir d’une colonie. Puis le lendemain à 10h, une culture a été réalisée par dilution de la préculture 

au centième dans du milieu autoinductif (FORMEDIUM, n° AIMLB0210) en présence d’antibiotiques 

(kanamycine à 25µg/mL et chloramphenicol à 30µg/mL), puis l’arabinose a été ajouté selon les 

paramètres du test (cf tableau des conditions des tests). Le lendemain, après 24h de culture (à 10h), 

200µL de culture sont utilisés pour une mesure de densité optique à 600nm et une mesure de 

fluorescence (excitation : 488nm, émission : 509nm) par un appareil de mesure (TECAN, Infinite 

M1000). Les données générées sont ensuite analysées à l’aide du logiciel Rstudio. 

 

 

IV.2 Optimisation de l’incorporation de la Propargyl-Lysine par méthode d’ajout 

d’un transporteur 

Clonage d’un transporteur membranaire LysP par la méthode de Gibson : 

L’efficacité d’incorporation de la Propargyl-Lysine est dépendante de sa concentration 

utilisée. Nous avons supposé qu’en augmentant sa concentration intracellulaire nous pourrions 

augmenter la quantité de protéine ayant incorporé la Propargyl-lysine. La structure de la Propargyl-

Lysine étant proche de la Lysine, nous avons supposé que surexprimer le gène du transporteur de la 

lysine (LysP) pourrait augmenter le rendement de protéine produite. Pour cela, nous l’avons cloné au 

sein du plasmide pEVOL. Une stratégie de clonage par méthode de Gibson Assembly a été testée. Le 

plasmide pEVOL-1-copie (issu de la modification du plasmide pEVOL par la suppression d’une copie 

de la synthétase par PCR, voir protocole Chapitre 7, section I.3.3.1) a été linéarisé par digestion avec 

l’enzyme PstI (ThermoFisher ER0611). Ensuite, le gène LysP a été amplifié par PCR (Phusion (Thermo 

Fisher F-530S) : 1) dénaturation initiale 98°C pendant 10min, les étapes 2 à 4 sont répétées 25 fois : 

2) dénaturation 98°C pendant 30sec, 3) hybridation 58°C pendant 30sec, 4) élongation 72°C pendant 

1min, puis 5) élongation finale 72°C pendant 2min) sur colonies bactériennes BL21(DE3) en utilisant 

les amorces n°15 et 16 décrites en annexe qui apportent une complémentarité de séquence avec le 

plasmide pEVOL-1copie. Enfin, le clonage est réalisé à l’aide du kit de Gisbon Assembly (DNA 

Synthetic Genomics, GA1100). Le rapport molaire entre le vecteur et l’insert utilisé est de 1/3, et la 



156 
 

réaction est incubée à 50°C pendant 30min, avant d’être transformée au sein d’XL1b compétentes 

(méthode TSS). 

 

LysP clonage par enzyme de restriction :  

Le clonage par la méthode de Gibson n’ayant pas fonctionné, une stratégie de clonage par 

enzyme de restriction a été réalisée suivant le protocole ci-dessous. 

Le site PstI étant présent dans la séquence de LysP, il a donc d’abord été éliminé par une première 

étape de PCR.  Deux fragments de PCR, correspondant à la partie en 5’ du site PstI et la partie en 3’ 

du site PstI et se recouvrant au niveau du site PstI modifié, ont été générés sans le site PstI (PCR 

Phusion (Thermo Fisher F-530S) : 1) dénaturation initiale 98°C pendant 3min, les étapes 2 à 4 ont été 

répétées 25 fois : 2) dénaturation 98°C pendant 30secondes, 3) hybridation 58°C pendant 30sec, 4) 

élongation 72°C pendant 1min, puis 5) élongation finale 72°C pendant 2min, en utilisant les amorces 

n° 17 et 18 en annexe). Puis les amplicons avec recouvrement ont ensuite été déposés sur gel 

d'agarose 1% et purifiés à l'aide du kit d’extraction de gel (QIAGEN, 28115). Les deux fragments ainsi 

générés ont ensuite servi de matrice ADN pour une seconde PCR afin de fusionner les deux parties du 

gène de LysP sans le site PstI et générer l’insert contenant des sites de restriction à ses extrémités 5’ 

et 3’ ((PCR (Phusion (Thermo Fisher F-530S) : 1) dénaturation initiale 98°C pendant 3min, les étapes 2 

à 4 ont été répétées 5 fois : 2) dénaturation 98°C pendant 30sec, 3) hybridation 58°C pendant 30sec, 

4) élongation 72°C pendant 1min, 5) ajout des amorces au bout de 5 cycles, puis les étapes 6 à 8 ont 

été répétées 25 fois : 6) dénaturation 98°C pendant 30sec, 7) hybridation 58°C pendant 30sec, 8) 

élongation 72°C pendant 1min, 9) élongation finale 72°C pendant 10min, en utilisant les amorces 

n°15 et 16). L’amplicon généré correspond au gène LysP sans le site de restriction PstI. Il est ensuite 

cloné au sein du plasmide pEVOL (à la place de la deuxième séquence de l’aaRS) d’après le protocole 

suivant. 

 

L’amplicon de LysP, ainsi que le vecteur pEVOL sont digérés par les enzymes de restrictions 

de Thermofisher (PstI (ThermoFisher ER0611) et NdeI (ThermoFisher, ER0581) pendant 1h à 37°C 

avant d'être purifiés sur kit (QIAGEN, 28115). 

Ensuite, la ligation est effectuée grâce à la T4 ligase (Thermofischer, EL0014) pendant 15min 

à température ambiante, le rapport molaire entre le vecteur et l’insert utilisé est de 1/3. Enfin 2,5µL 

de la réaction de ligation ont été utilisés pour la transformation dans des bactéries XL1b ou DH5α 

compétentes (méthode TSS). Les étapes de transformation et de vérification de séquence ont été 

réalisées comme décrit précédemment (section II.3). 

 

LysP réalisation des tests expérimentaux : 

Afin de vérifier si la surexpression de LysP a permis d’augmenter la quantité de Propargyl-Lysine au 

sein de la mPsaA, des tests d’incorporation de la Propargyl-Lysine ont été réalisés sur les 

cultures BL21(DE3) co-transformés avec pET24d-mPsaA(K193TAG)-EGFP et pEVOL-1copie-LysP en 

suivant le protocole décrit précédemment (section III.3). 

 

IV.3 Optimisation de l’incorporation de la Propargyl-Lysine par mutagénèse 

ciblée de l’aaRS  

 Les mutations R19H, H29R et T122S ont été décrites précédemment comme améliorant 

l’affinité de l’aaRS pour l’ARNt et donc comme pouvant améliorer l’incorporation d’acides aminés 

non naturels (Vangmayee Sharma et al. 2018). Ces mutations ont donc été réalisées par la méthode 

de mutation par amplification par PCR comme décrit dans la partie I.4 avec les amorces n°19-24 



157 
 

décrites en annexe. Les tests d’incorporation de la Propargyl-Lysine ont été réalisés comme décrit 

précédemment partie II.3. 

VI. Analyse de la réponse immunitaire 
 

V.1 Immunisation des souris pour évaluer la réponse immunitaire induite par les 

vaccins produits 

Afin d’étudier la réponse immunitaire induite par nos vaccins glycoconjugués, plusieurs types 

de glycoconjugués ont été testés :  

-les conjugués entre la mPsaA et le tétrasaccharide (Pn14TS) à une position ciblée à l’aide de 

la Propargyl-Lysine : mPsaA-K24-Pn14TS, mPsaA-K213-Pn14TS et mPsaA-K229-Pn14TS. 

-le conjugué entre la mPsaA et le tétrasaccharide (Pn14TS) à trois positions ciblées à l’aide de 

la Propargyl-Lysine : mPsaA-K24-Pn14TS-K213-Pn14TS-K229-Pn14TS. 

-un conjugué produit à l’aide d’une méthode de conjugaison aléatoire (section III.11) avec 

trois tétrasaccharides (Pn14TS) liés à la mPsaA de manière non ciblée : mPsaA-3Pn14TS. 

 

Les vaccins (5µg protéine/dose) ont été injectés en sous cutané à des souris femelles BALB/c 

au jour 0 et une autre injection a été réalisée afin d’augmenter la réponse (boost) aux jours 14 et 28. 

Deux jours après l’immunisation finale, les sérums des souris sont prélevés et la réponse immunitaire 

est analysée par ELISA (section suivante). 

 

V.2 Analyse de la réponse immunitaire par ELISA   

Les sérums sont analysés par la technique ELISA pour comparer la présence d’anticorps anti-

tétrasaccharide et anti-mPsaA. Pour cela, des plaques 96 puits (VWR, 60941-062) sont coatées avec 

l’antigène étudié (le polysaccharide capsulaire du sérotype 14 à une concentration comprise entre 

0,5 à 10mg/mL, la mPsaA ou de la BSA (à 10mg/mL)) sur la nuit à 4°C. Les plaques sont ensuite lavées 

3 fois avec 200µL de tampon PBS-Tween 0,5% à l’aide d’un laveur de plaque (Thermo Scientific, 

WellWash 5165000). Afin d’éviter des interactions non spécifiques, la plaque est ensuite incubée 

dans du PBS-Lait-10% pendant 2h à 37°C, puis les plaques sont de nouveau lavées 3 fois avec 200µL 

PBS-Tween 0,5%. Cent microlitres de différentes dilutions en série du sérum à tester sont ensuite 

ajoutés dans la plaque et incubés 1h à 37°C, puis les plaques sont lavées avec 200µL PBS-Tween 

0,5%. Afin de détecter la présence d’IgG ou d’IgM, 100µL d’anticorps anti-IgG (CliniSciences, 1031-05) 

ou anti-IgM (CliniSciences, 1020-05) dilués au 6000ème sont ajoutés. Les plaques sont ensuite 

incubées pendant 1h à 37°C avant lavage (3 fois avec 200µL PBS-Tween 0,5%). Les anticorps anti-IgG 

ou anti-IgM étant couplés à la HRP (horseradish peroxidase), 100µL d’OPD (o-phénylènediamine 

dihydrochloride) sont ajoutés pour permettre l’apparition d’une coloration liée à la concentration en 

IgG dosés et les plaques sont incubées 20min dans l’obscurité à température ambiante. La réaction 

est ensuite stoppée par ajout de 100µL d’HCL 3M, puis la densité optique est lue à 492 nm à l’aide 

d’un spectrophotomètre (TECAN, Infinite M1000). 
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Chapitre 5 : Interactions Lectines - 

Saccharides 
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I. Introduction générale  

I.1 Lectines 

I.1.1 Définition et Classification des lectines 

Les lectines sont généralement définies comme des protéines non enzymatiques d'origine 

non immunogénique qui reconnaissent les sucres de manière non covalente. Elles peuvent 

reconnaître leur ligand saccharidique sous différentes formes : mono-, oligo- ou polysaccharide, 

greffé ou non à des lipides ou des protéines (Varki et al. 2009). Elles ont été précédemment appelées 

agglutinines, hémagglutinines, phytohémagglutinines de par leur capacité à agglutiner des cellules. 

En effet, la découverte de la première lectine a été attribuée à Peter Hermann Stillmark en 1888 lors 

de l'analyse d'extraits de graines de ricin (Ricinus  communis) qui agglutinaient  des  érythrocytes 

(Varki et al. 2009). Le nom de lectine (qui vient de legere en latin qui signifie choisir, sélectionner) a 

finalement été utilisé lorsque leur capacité à discriminer les groupes sanguins a été découverte. 

Les lectines sont impliquées dans des fonctions biologiques très variées comme la défense 

des plantes contre les champignons, la régulation du système immunitaire chez les animaux ou 

encore la reconnaissance pathogène-hôte. Elles sont d'ailleurs présentes de manière ubiquitaire au 

sein du vivant : les virus, les bactéries, les plantes ou encore les animaux. Le Tableau 21 ci-dessous 

montre quelques exemples de lectines issues de différents types d'organismes avec leur rôle 

biologique, ainsi que leur type de reconnaissance.  
Tableau 21: Exemples de lectines selon leurs origines, leur principale fonction et leur type de reconnaissance 

Lectine Origine Exemple fonction Reconnaissance type Reférence 

Concanavaline A Plantes légumineuses Induit la prolifération de 

cellule T (immunité) 

αMan et αGlc (Palacios 

1982) 

Calnexine Vertébrés Chaperone, repliement 

protéique 

Glc1Man9 (Williams 

2006) 

Galectines Animaux Régulation prolifération 

cellulaire, homéostasie 

système immunitaire 

β-Gal (Barondes 

et al. 1994) 

FimH Bactérie Adhérence bactérienne Man (Hung et al. 

2002) 

Hémagglutinine 

du virus de la 

grippe 

Virus Attachement cellulaire 

aux cellules hôtes 

Acide sialique (Weis 

1997) 

Lectine type C, 

(ex : MBL, DCL) 

Animaux Reconnaissance 

pathogènes par les 

macrophages 

Man (Kerrigan 

and Brown 

2009) 

Aleuria aurantia 

lectine (AAL) 

Champignon Antifongique Fucose (Amano et 

al. 2012) 

 

Les lectines ont ainsi été historiquement classées selon leurs origines mais cette classification 

a ensuite laissé place à une classification plus fonctionnelle selon leurs types de substrats (H. Surangi, 

N. Jayawardena, Xin Wang 2013), leurs structures primaires (Damme 2014), leurs localisations 

cellulaires (Lakhtin, Lakhtin, and Alyoshkin 2011) ou encore leurs caractéristiques structurales 
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(Fujimoto, Tateno, and Hirabayashi 2014; Lis and Sharon 1998). En effet, les lectines sont des 

protéines très hétérogènes (taille, structure, fonction, localisation au sein de la cellule) mais on 

retrouve des lectines de différentes origines avec des similarités au niveau de leur squelette et de 

leur type de reconnaissance (Lis and Sharon 1998), ou de leurs structures tridimensionelles 

(Fujimoto, Tateno, and Hirabayashi 2014). Les lectines ont ainsi été classées en de nombreuses 

familles structurales (Familles appelées Pfam définies à partir d'alignements de séquences) avec pour 

plus de 50 d’entre elles une structure 3D connue ainsi que leur spécificité de substrats définie 

(Fujimoto, Tateno, and Hirabayashi 2014). Globalement on peut remarquer une abondante présence 

de structures de type β dans les lectines avec principalement des β-sandwiches mais aussi des β-

prismes, trèfles-β et des β-propeller (Imberty and Prestegard 2017). En effet, ces structures 

permettent la mise en place d'un réseau de liaisons hydrogènes pouvant interagir avec les hydroxyles 

des sucres (Fujimoto, Tateno, and Hirabayashi 2014; Hirabayashi and Arai 2019). Cependant, il y a 

également de nombreuses lectines pauvres en structures β telles que les lectines de type C, les 

lectines Ym1 ou les lectines de type M (Hirabayashi and Arai 2019). Dans la Figure 81, nous pouvons 

en effet comparer des structures 3D d'une lectine riche en structure β (ici β-sandwhich, Galectin-1, 

PDB : 3OYW) et une lectine pauvre en structure β (C-type, PDB : 5F2Q). 

 
Figure 81: Exemples comparatif de structure 3D de lectines riche en structure β (A) et riche en structure α (B)  

A) Structure 3D de la chaine A de la Galectin-1 humaine cristallisée avec du thiodigalactoside obtenue par diffraction de 
rayons X (code PDB : 3OYW); B) Structure 3D de la chaine A d’une lectine de type C issue de Bothrops jararacussu obtenue 
par diffraction de rayons X (code PDB : 5F2Q) 

I.1.2 Valence des lectines 

 Les lectines ont souvent une très bonne spécificité, elles sont en effet capables de discriminer 
des épimères de sucre (glucose par rapport au galactose par exemple) et parfois même leurs 
caractéristiques anomériques (α ou β) (voir Section II.1) (Lis and Sharon 1998). Cependant, l'affinité 
des lectines est généralement assez faible (mM ou µM). De nombreuses lectines présentent des 
structures multivalentes. Cela peut se traduire par des protéines multimériques, une répétition en 
tandem de domaines lectiniques au sein d'un polypetide ou de la multi-présentation de lectines à 
une surface membranaire (Figure 82, Figure 83)  (Y. C. Lee and Lee 1995). La liaison à plusieurs 
substrats permet alors d'augmenter l'affinité apparente par un effet d'avidité en multipliant les sites 
de reconnaissances (R. T. Lee and Lee 2001).  
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Figure 82: La multivalence des lectines peut se traduire par une multimérisation (exemple A) ou par une répétition en 

tandem de séquences peptidiques (exemple B). 
A) Structure 3D de AcmJRLune lectine issue de Ananas comosus obtenue par diffraction des rayons X (Code PDB : 6FLY), B) 
Structure 3D de la lectine de Aleuria aurentia (AAL) par diffraction de rayons X (Code PDB : 1OFZ)   

 
Figure 83: Schéma représentant la clusterisation de lectines à la surface d'une membrane 

La multivalence des lectines peut se traduire par une clusterisation des lectines à la surface d’une membrane à la suite de la 
liaison d’un polysaccharide ou de plusieurs saccharides. 

I.2 Particularité des Carbohydrate Binding Modules 

 Au sein d'enzymes modifiant des saccharides, on peut retrouver des régions caractérisées en 

tant que domaines lectiniques, également appelées Carbohydrate Binding Modules. Elles ont été 

originellement appelées Cellulose Binding Domaines (CBD) car les premiers domaines caractérisés 

étaient spécifiques de la cellulose (Gilkes et al. 1988; Ong et al. 1989; Tomme et al. 1988). 

Cependant, la diversité de leurs saccharides substrats est mieux représentée sous l'appellation 

Carbohydrate Binding Module (CBM). Ces CBM sont principalement retrouvés dans des enzymes de 

dégradation (glycosidases, polysaccharides lyases) ou de synthèse (glycosynthases, transglycosidases,  

glycosyltransférases) de saccharides. Ce sont des domaines protéiques le plus souvent bien définis 

qui peuvent donc être exprimés et se replier correctement, indépendamment du domaine 

catalytique en N- ou C-terminal mais ils peuvent aussi être présents sous la forme de sous-sites 

appelés "CBM-like" (Shoseyov, Shani, and Levy 2006). Une enzyme peut également contenir plusieurs 

sous-domaines CBM ce qui augmente l'affinité grâce à un effet de valence (section I.1.2) mais aussi 

des CBM issus de familles différentes (Guillén, Sánchez, and Rodríguez-Sanoja 2010). 
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 Les différents types de CBM ont été classés en 85 familles au sein de la base de donnée CAZY 

(Database, n.d.). Cette classification découle de la classification des glycosides hydrolases (GH) et est 

donc basée sur la similarité de séquence. En effet, lorsque la fonction d'un CBM n'est pas connue, sa 

similarité de séquence avec un autre CBM peut permettre de prédire le type de saccharide ou 

polysaccharide auquel il pourrait se lier.   

 Les CBM ont également été classés fonctionnellement en 3 types (A, B, C) selon la façon dont 

ils se lient au polysaccharide. En effet, ces modes de liaisons ont des répercussions sur leurs 

caractéristiques structurelles (Boraston et al. 2004). Le type A comprend les CBM qui se lient à des 

surfaces de polysaccharides compactes, voire même cristallines. La présence d'acides aminés 

hydrophobes permet la création d'une surface plane et l'interaction avec les sucres ligands se fera 

principalement par des interactions de type CH-π  avec le cycle osidique. Le type B est constitué des 

CBM qui lient des chaînes polysaccharidiques. Ils présentent des structures en tunnel ou cavité avec 

un site principal et des sous-sites de fixation aux saccharides. Enfin, les CBM qui se lient plutôt à des 

sucres simples ou à des extrémités de polysaccharides sont du type C. Ceux-ci possèdent des 

propriétés proches des lectines. Nous pouvons voir dans la Figure 84 ci-dessous, un exemple de 

structure issu de chaque type.  

 
Figure 84: Structures 3D issues des trois types de Carbohydrate Binding Module (CBM) 

 Les acides aminés intervenant dans des interactions hydrophobes et π-CH sont colorées en rouges, et ceux intervenant dans 
des interactions polaires sont représentés en bleu. A) CBM  de  type  A:  structure  RMN  du  CBM1  de T. reesei (code  PDB  
1CBH). B) CBM de type B: Structure 3D (Diffraction Rayons X) de CBM4 issue d’une Xylanase de Rhodothermus marinus 
(Code PDB 2Y64). C) CBM de type C: Structure 3D (Diffraction Rayons X) CBM32 issue de Clostridium perfringens (Code PDB 
2J7M) 
 

 Trois fonctions principales ont été attribuées aux CBMs : i) effet de proximité ii) ciblage iii) 

déstabilisation de structure (Shoseyov, Shani, and Levy 2006). En effet, en se liant au polysaccharide 

substrat de l'enzyme, les CBMs augmentent artificiellement la concentration de l'enzyme à proximité 

de celui-ci et donc augmentent la vitesse de sa biotransformation. D'ailleurs, les domaines 

catalytiques de glycoenzymes séparés de leur CBM ont en général une moins bonne activité (Ali et al. 

2001; Boraston et al. 2003; Bolam et al. 1998). La présence de CBM peut également permettre de 

cibler une particularité du polysaccharide, par exemple des CBM9 issus de la xylanase 10A de 

Thermotoga maritima, qui dégradent les parois de plantes, ont une spécificité pour les extrémités 

réductrices de la cellulose et de polysaccharides solubles, ce qui peut traduire une reconnaissance 

plus spécialisée envers des portions déjà endommagées de la paroi cellulaire (Boraston et al. 2001). 

Enfin, la déstabilisation d'interfaces entre des polysaccharides permettant la libération d'extrémités 

réductrices alors disponibles à la dégradation a également été répertoriée sur des substrats comme 

l'amidon (Guillén, Sánchez, and Rodríguez-Sanoja 2010). D'autres fonctions ont pu être relevées 
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comme la stabilisation de l'enzyme (Fontes et al. 1995; Winterhalter et al. 1995), ou la fermeture du 

site catalytique (Liberato et al. 2016; Venditto et al. 2015). 

 

 Les différentes structures tridimensionnelles que l'on peut retrouver au niveau des CBMs 

sont relativement proches des lectines, avec beaucoup de structures de type β dont la forme β-

sandwich est la plus fréquente. Ces structures β issues des CBMs ont été classées en 7 familles (β-

sandwich, β-trefoil, Cystein knot, Unique, OB fold, Hevein, Unique (hevein-like) (Guillén, Sánchez, and 

Rodríguez-Sanoja 2010).  

I.3 Génération de lectines artificielles 

I.3.1 Les lectines organiques  

Les boronolectines : 

 Les fonctions boronates sont analogues des fonctions carboxylates mais ne sont pas 

retrouvées dans la nature. Il s'agit d'un atome de bore lié à un carbone et deux fonctions hydroxyles 

(OH). Les propriétés chimiques de cette fonction et leurs diverses applications sont très bien 

détaillées dans les revues réalisées par Hall et al. (Hall 2019, 2006), Pappin et al.(Pappin, J., and A. 

2012) et Bromba et al. (Bromba et al. 2009). Pour résumer, au sein de cette fonction l'atome de bore 

possède alors une orbitale p vacante et possède donc les propriétés d'un acide de Lewis faible avec 

un pKa variant de 5 à 9. Elle peut donc former des liaisons covalentes avec des fonctions donneuses 

d'électrons (base de Lewis). Les boronates peuvent également former des esters de boronates 

(analogues des esters carboxyliques) en présence de fonctions hydroxyles vicinales, dont notamment 

des saccharides. Cette réactivité correspond à un échange de fonctions hydroxyles et est favorisée 

lorsque le boronate est principalement sous forme tétraédrique, en général à pH basique (Figure 85).  

 
Figure 85: Réactivité d'un boronate permettant l'échange d'une fonction diol avec une forme tétraédrique (sp

3
) transitoire. 

Image extraite de la publication de Hall et al., 2019 ((Hall 2019).  

 

 La capacité du boronate à réagir avec des saccharides fut remarquée la première fois en 1832 

par Biot et al. lors d'une analyse du pouvoir optique rotatoire de l'acide tartrique en présence d'acide 

borique (Pappin, Kiefel, and Houston 2012). Par la suite, l'utilisation de boronate a permis le 

développement de méthodes pour lier ou fonctionnaliser des sucres de manière régiosélective (Hall 

2019). Au niveau des applications de biologie médicale ou biotechnologiques, cela a conduit au 

développement de récepteurs organiques (appelés aussi boronolectines ou lectines artificielles) 
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spécifiques pour des sucres. Cela a permis l'amélioration de la délivrance de toxines au sein de 

cellules mammifères (Ellis, Palte, and Raines 2012), ou la séparation et quantification de protéines 

glycosylées (Middle et al. 1983; Mallia et al. 1981; Ikeda et al. 1998), mais a également fourni des 

senseurs fluorescents pour détecter le taux de glucose et ainsi de créer un outil de monitoring chez 

les diabétiques (Eversense®) (Fang et al. 2018; Worsley et al. 2008; Heo and Kim 2019). Cependant, 

les défis auxquels doivent faire face les développeurs de lectines organiques d'affinité basée sur la 

chimie du boronate, sont le manque de sélectivité ainsi que l'affinité faible et dépendante de pH non 

physiologiques (plutôt très basiques). Pour répondre à ces problématiques, l'utilisation de 

modifications chimiques, de propriétés de multivalence et le développement d'impression 

moléculaire sont développés (Z. Liu and He 2017). La technique d'impression moléculaire consiste à 

générer un polymère fonctionnalisé (à l'aide de liaisons covalentes ou non avec la molécule cible) 

autour d'une molécule cible ou de structure proche de la molécule cible grâce à une réaction de 

polymérisation chimique ou thermique d'un mélange entre un agent de réticulation et un initiateur 

radicalaire dans un solvant. Un fois polymérisée, la molécule cible appelée aussi molécule empreinte 

est éliminée et le polymère possède alors une mémoire qui devrait permettre la capture spécifique 

de la molécule cible (Figure 86) (Wulff et al. 1998). La fonctionnalisation de ces polymères avec des 

acides vinyl-phenyl-boronique (VBA) a notamment permis de créer des lectines organiques contre le 

D-glucose, le D-fructose, le D-mannose et d'autres dérivés (Parmpi and Kofinas 2004; Tan, Wang, and 

Yan 2009).  

 
Figure 86: Principe de l'impression moléculaire 

Image reproduite à partir de la publication de Lee et al. (S.-H. Lee and Doong 2016) 

 

Autres lectines organiques:  

 La majorité des lectines organiques utilisent une fonction boronate pour la reconnaissance 

de saccharides. Cependant, d'autres types de lectines organiques ont pu être développées. Celles-ci 

permettent l'établissement d'interactions de type CH-π avec le saccharide - cycle osidique (section 

II.2.2) et liaisons hydrogènes (section II.2.1)- par l'utilisation de cycles aromatiques ou de type 

aminopyridine. La problématique principale pour créer ce type de lectine est de produire un 

composé capable de lier les sucres dans un milieu aqueux (Arnaud, Audfray, and Imberty 2013). 

Cependant, de nombreux travaux ont été réalisés notamment au sein du groupe de Anthony P. Davis, 

comme par exemple par la création de lectines organiques contenant des surfaces aromatiques 
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apolaires, espacées par des espacers polaires afin d'interagir avec des sucres, comme représenté 

dans la Figure 87 ci-dessous (Ferrand, Crump, and Davis 2007; Mooibroek et al. 2016; Carter et al. 

2016).  

 

Figure 87: Exemple de lectine organique (Ferrand, Crump, and Davis 2007) 

I.3.2 Les aptamères 

 Les aptamères sont des oligonucléotides (20 à 80 nucléotides) de type ARN ou ADN qui 

peuvent se fixer à des ligands. Leurs capacités de liaison sont liées aux structures secondaires ou 

tertiaires formées grâce à l'appariement de séquences, de boucles terminales, mis-appariement ou 

hernies. La découverte des aptamères date des années 1990 et la mise au point concomitante de la 

méthode SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) ont permis leur 

développement. C'est en effet par cette méthode que ceux-ci sont généralement sélectionnés à 

partir de banques de nucléotides synthétiques pouvant contenir jusqu'à 1015 variants. La sélection 

des aptamères est donc basée sur des cycles de sélection au cours desquels la librairie des 

nucléotides est incubée avec le ligand cible, des lavages sont ensuite réalisés pour éliminer les 

variants non liants, puis les aptamères qui se sont liés au ligand sont donc récupérés (par élution) et 

amplifiés par PCR avant d'être réintroduits dans un nouveau cycle de sélection (Ku et al. 2015).  

 Des aptamères ont été développés avec succès contre des polysaccharides tels que la 

cellobiose, l'acide sialique, l'antigène de Lewis sLex, la cellulose, et du lipopolysaccharide (LPS) (Sun, 

Du, and Li 2010; Davydova et al. 2016). Cependant, il est difficile de générer des aptamères 

reconnaissant des motifs saccharidiques sur des glycoprotéines. En effet, la méthode de sélection ne 

permet pas de cibler une partie d'un ligand complexe et le bruit de fond (sélection d'aptamères qui 

ne reconnaissent pas la partie ciblée) est considérablement plus fort si le ligand n'est pas bien défini. 

Comme nous l'avons vu ci-dessus (section I.3.1), la fonction boronate permet la reconnaissance de 

sucres. Pour cibler le fibrinogène, l'ajout d'une fonction boronate à un aptamère a permis de 

sélectionner un aptamère ayant une affinité de 6 nM (M. Li et al. 2008).  

 Cibler des petites molécules est également plus complexe (Ruscito and DeRosa 2016) et les 

sucres simples se différencient principalement par la position spatiale des hydroxyles et sont donc 

des épitopes très similaires. Cela rend difficile la sélection d'aptamères sélectifs. Cependant, des 

aptamères ont été sélectionnés sur des sucres simples (glucose, fructose, galactose) grâce à une 

première sélection sur les sucres ligands couplés in situ à une boronolectine puis une contre sélection 

sur la boronolectine seule. Le couplage avec la boronolectine permettrait de mieux présenter les 

différents épitopes du sucre simple (K. A. Yang et al. 2014).   
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 Le développement des aptamères est cependant limité par certains défis dont leur 

dégradation rapide (surtout ARN), leur élimination sanguine par filtration rénale, le contrôle sur leur 

durée d'action, leur délivrance au sein de cellules cibles, leur sélection sur des cibles complexes, leur 

réactivité croisée ainsi que la méthode de génération des aptamères (Lakhin, Tarantul, and Gening 

2013). Différentes pistes sont employées telles que l'utilisation de nucléotides modifiés, leur 

PEGylation, leur conjugaison à des polymères cationiques, l'utilisation de systèmes de délivrance, ou 

encore l'optimisation des méthodes de sélections (Lakhin, Tarantul, and Gening 2013). 

 

I.3.3 Inactivation de glycoenzymes 

 Les enzymes telles que les glycosidases peuvent être modifiées en supprimant leurs activités 

catalytiques par mutagénèse dirigée au niveau de résidus clés du site catalytique. Ces lectines issues 

d'enzymes ont été répertoriées sous le nom de Lectenz® (Arnaud, Audfray, and Imberty 2013).   

II. Reconnaissance moléculaire protéine - sucre 

II.1 La diversité des saccharides ligands 

 La structure des saccharides a été décrite dans le chapitre 2. Chaque monosaccharide est 

défini par sa longueur de chaine, sa fonctionnalisation et la stéréochimie de ses carbones 

asymétriques. Puis les polysaccharides sont formés par leur enchaînement (en polymère linéaire ou 

ramifié) selon différents types de liaison (α ou β). Une grande diversité de polysaccharides peut ainsi 

être générée car en plus de la variété des monosaccharides existants, ceux-ci peuvent former des 

structures ramifiées très complexes. En effet, le carbone anomérique d'un sucre peut réagir, en α ou 

en β, avec 5 hydroxyles différents d'un autre sucre, dans le cas d'un hexose.  

 Au niveau des polysaccharides, un nouveau niveau de complexité apparait alors avec la 

rotation potentielle des différents angles de la liaison osidique qui génère de nombreux conformères 

(Figure 88)(Case et al. 2005) et leurs apporte une flexibilité. Cependant, en pratique uniquement les 

conformations d'énergie faible sont présentes, et la structure de l'oligosaccharide est parfois 

rigidifiée par des interactions entre les différents monosaccharides comme des liaisons hydrogènes 

ou des interactions de type Van der Waals (Taylor and Kurt 2011). 

 
Figure 88: Présentation des angles (φ, ψ, et ω) au niveau de la liaison osidique (ici au niveau du α-D-glcp-(1→6)-α-D-glcp 

(iso-maltose)). 
Image extraite de la publication de Case et al (Case et al. 2005). 
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 Ainsi, les sucres sont très divers de par les différentes stéréochimies des carbones 

asymétriques, des liaisons osidiques, les différentes ramifications possibles, les différentes 

conformations adoptées, ainsi que leurs différentes modifications telles que des acétylations, 

sulfatations ou méthylations. La diversité potentielle générée des polysaccharides est donc bien plus 

importante que pour les autres biopolymères (composés de nucléotides ou d'acides aminés). Une 

étude réalisée par Werz et al. essaie de donner quelques clés afin de mieux comprendre ces 

biopolymères complexes à partir de l'étude de 3299 structures de carbohydrates issus de différents 

mammifères. Ce qu'on peut noter c'est que malgré la diversité des sucres simples, seulement 6 

sucres simples représentent la plus grande majorité des unités de sucres biologiques, soit presque 

96% des unités monosaccharidiques chez ces polysaccharides mammifères étudiés par Werz et al. 

(Werz et al. 2007). On retrouve d’ailleurs des lectines spécifiques pour chacun de ces 6 

monosaccharides principaux (Sharon and Halina 2003) bien que les lectines qui reconnaissent les 

saccharides simples possèdent en général une affinité faible de l'ordre du millimolaire (Tableau 22).  
 

Tableau 22: Lectines reconnaissants les 6 principaux monosaccharides  
(Tableau extrait du livre de Sharon et Halina (Sharon and Halina 2003)). 

Saccharide reconnu  Lectines  

Man  Allium sativum ; Canavalia ensiformis ; Crocus sativus ; Dioclea grandiflora ; E. coli type 1 
fimbriae ; ERGIC-53 ; Galanthus nivalis ; MBLs of animals ; Pisum sativum ; Vicia faba  

Fuc  Aleuria aurantia ; Anguilla anguilla; Lotus tetragonolobus ; Pseudomonas aeruginosa lectin II ; 
Ulex europaeus lectin I ; Ulva lactuca ; Chromobacterium violaceum lectin  

Gal/GalNAc  Arachis hypogaea ; Coprinus cinereus ; Entamoeba histolytica ; Erythina corallodendron ; 
Dolichos biflorus ; Glycine max ; Griffonia simplicifoglia lectin I ; helix pomatia ; Hygrophorus 
hypothejus ; Phaseolus limensis ; Moluccella laevis ; Polyandrocarpa misakiensis ; Ptilota 
filicina ; Ricinus communis ; Pseudomonas aeruginosa lectin I  

GlcNAc  Conglutinin ; Griffonia simplicifoglia lectin II ; Tachylectin-2 ; Triticum aestivum ; Ulex 
europaeus lectin II ; Psathyrella velutina  

NeuAc  Achatina fulica ; Cancer antennarius ; Hericium arinaceum ; Homarus americanus lectin I ; 
Limax flavus ; Scylla serrata ; Triticum aestivum ; Psathyrella velutina  

 

 De plus, au sein des oligosaccharides, bien que de nombreuses combinaisons soient 

possibles, on peut noter que certains types de liaisons sont plus abondants. En effet, Werz et al. ont 

pu montrer que 80% des 3299 structures d'oligosaccharides de mammifères étudiées sont 

représentés par seulement 13 unités monosaccharidiques en prenant en compte le mode (α ou β) et 

la position de la liaison (Figure 89). 

 
Figure 89: 13 unités monosaccharidiques forment la majeure partie (80%) des oligosaccharides chez les mammifères 
Image extraite de la publication de Werz et al. (Werz et al. 2007) 
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 Décoder la diversité saccharidique reste aujourd'hui encore un vrai défi (Gabius 2018). Les 

lectines sont considérées comme les lecteurs des signaux portés par l'information saccharidique 

(Gabius 2018) et malgré une affinité généralement faible, elles montrent une très bonne spécificité 

avec parfois une reconnaissance très stricte, comme la concanavalin A (ConA) ou l'agglutinine WGA 

qui sont capables de différencier la conformation du carbone anomérique de leurs ligands (Sharon 

and Halina 2003).  

II.2 Types de liaisons permettant la reconnaissance protéine - sucre 

 Nous allons voir les principaux types d'interaction qui permettent cette reconnaissance très 

spécifique protéine - sucre.  

II.2.1 Les liaisons Hydrogènes 

 La liaison d’hydrogène a été décrite pour la première fois par Linus Pauling (Pauling 1963). 

Elle est formée entre un donneur et un accepteur de liaison d'hydrogène. Le donneur est constitué 

d'un hydrogène lié à un hétéroatome (fonctions amine, alcool ou thiol, noté X-H), tandis que 

l'accepteur (noté A) est un hétéroatome portant un doublet d'électrons non liant (azote, oxygène par 

exemple). La liaison entre l’hydrogène et l’hétéroatome, auquel il est lié de manière covalente, est 

fortement polarisée à cause de la différence d’électronégativité des deux atomes. Cela crée une 

charge partielle positive sur l’atome d’hydrogène qui va alors interagir avec un atome électronégatif 

(accepteur de liaison H). La nature de cette liaison est donc électrostatique et son intensité est 

considérée comme intermédiaire entre une interaction de Van der Waals et une interaction 

covalente. La force de la liaison hydrogène (Xδ-─Hδ+∙∙∙∙∙A) varie en fonction de la distance, de la 

polarité de la liaison X-H (donc l’électronégativité de X), et de l’électronégativité de l’accepteur (A). 

Les saccharides possèdent de nombreuses fonctions hydroxyles qui sont à la fois donneur et 

accepteur de liaisons hydrogènes (grâce à l'hydrogène porté par l'oxygène et cet atome d'oxygène). 

On peut donc retrouver plusieurs liaisons hydrogènes sur la même fonction alcool. Les liaisons 

hydrogènes impliquées dans la reconnaissance des sucres vont ainsi s'établir entre les nombreux 

groupes hydroxyles ou des fonctions amines portées par le saccharide et directement avec des acides 

aminés polaires présents dans le site de reconnaissance (fonctions OH, C=O ou NH) ou par 

l'intermédiaire de molécules d'eau conservées dans le site. L'orientation des fonctions hydroxyles 

(axiale ou équatoriale) est spécifique de chaque sucre et cette orientation va permettre ou non 

l'établissement des liaisons hydrogènes au niveau du site de reconnaissance. Les liaisons hydrogènes 

portent ainsi la spécificité de l'interaction lectine-sucre. Les sucres sont également parfois aminés 

(glucosamine, galactosamine) et portent donc également des fonctions amines qui peuvent elles 

aussi générer des liaisons hydrogènes stabilisatrices. Nous pouvons voir sur la Figure 90, le réseau de 

liaisons hydrogènes qui intervient dans la liaison du 3’sialyl-lactose au sein du CBM40 issu de S. 

pneumoniae.  
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Figure 90: Schéma du site actif de CBM40 (issus de NanA de Streptococcus pneumoniae), (PDB 4C1W)  

 Les liaisons hydrogènes entre la protéine et les acides aminés sont montrés en pointillés noirs, entre les acides aminés 
(Glu195, Arg197, Arg274 et Asn209) et le 3’sialyl-lactose. 

II.2.2 Interactions cycle aromatique et saccharide 

 L'interaction entre un cycle aromatique et un saccharide est une interaction complexe car 

composée de plusieurs types d’interaction. Tout d’abord un contact hydrophobe entre le cycle 

osidique et le cycle aromatique permet la stabilisation du complexe. En effet, les molécules 

hydrophobes ont tendance à se regrouper en milieu aqueux afin de limiter leur contact avec l'eau. Le 

cycle osidique porte des hydroxyles hydrophiles et des hydrogènes hydrophobes. Selon l'orientation 

de ces fonctions, le saccharide peut présenter une ou plusieurs faces hydrophobes ne présentant que 

des fonctions hydrogènes comme par exemple le β-D-mannopyranose (Figure 91C) ou les deux faces 

du glucopyranoside (Figure 91A). Au niveau de la solvatation du saccharide, l'eau sera donc présente 

au niveau des hydroxyles et pourra par exemple former des liaisons hydrogènes, par contre les 

hydrogènes ne seront pas en contact avec des molécules d'eau et seront plutôt en contact avec un 

composé hydrophobe, par exemple un cycle aromatique. A cela vient s’ajouter une interaction de 

type électrostatique (interaction CH- π) entre les électrons de l'orbitale π  d'un cycle aromatique et 

les charges partielles positives des hydrogènes portés par le cycle osidique (Hudson et al. 2015). En 

effet, l’oxygène de la fonction hydroxyle est très électronégatif et va générer une charge partielle 

positive sur le carbone du cycle ainsi que sur l’hydrogène par un effet inductif (effet de propagation). 

Cette interaction CH- π peut intervenir selon différentes orientations (sur les deux faces du sucre, ou 

sur différents hydrogènes du cycle) ce qui va favoriser une position spécifique au saccharide ligand 

comme présentée dans la Figure 91 ci-dessous. 
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Figure 91: Orientation les plus fréquentes entre le cycle d'un sucre et un cycle aromatique permettant l'établissement 

d'interactions CH- π. 
 Image reproduite à partir de la publication de Spiwok et al. (Spiwok 2017) Le β-D-glucopyranose (A) peut interagir avec les 
cycles aromatiques sur deux faces (A), le sucre β-D-galactopyranose avec les hydrogènes couplés aux carbones C4, C5 et C6 
(B) ou le β-D-mannopyranose avec les hydrogènes couplés aux carbones C1, C2 et C3 (C).  

 

 La force des interactions CH-π est dépendante du nombre de contact CH-π, ainsi que de 

l'intensité de polarisation du lien C-H (Spiwok 2017; Nishio 2011). En effet, des études ont 

récemment montré que celle-ci est modérément affectée par la position et la nature des différents 

substituants présents sur le sucre (Unione et al. 2017; Hsu et al. 2016). En effet un substituant 

électronégatif sur le sucre pourra augmenter cette polarité.  

 La proportion des acides aminés aromatiques au sein des protéines est globalement faible, 

cependant leur présence très fréquente (Trp>Tyr>Phe) au niveau des sites de reconnaissance de 

sucres souligne l’importance de cette interaction dans ce mécanisme (Spiwok 2017; Hudson et al. 

2015). De plus, leur remplacement par un autre acide aminé par mutagénèse peut entraîner une 

perte de la reconnaissance (Spiwok 2017).  

 Malgré sa nature faible, cette interaction a donc une importance cruciale dans la 

reconnaissance protéine-carbohydrate. D’ailleurs, les interactions protéines-sucres sont 

généralement faibles et cela fait partie des difficultés auxquelles doit faire face la modélisation 

moléculaire des interactions protéines-sucres. Ainsi, des fonctions de scores spécialisées pour le 

docking (amarrage moléculaire) de sucres ont été créées afin de mieux les prendre en compte (y 

compris ces interactions CH-π) (Kerzmann et al. 2008).  

II.2.3 Autres types d’interactions 

Interactions électrostatiques :  

 Le ligand saccharidique peut être chargé et interagir avec des acides aminés chargés. Ainsi, 

chez les Siglecs (type de lectines reconnaissant des sucres sialylés) la formation d’un pont salin entre 

la fonction carboxylate (porté par l’acide sialique) et un acide aminé chargé positivement comme 

l’arginine est fréquente (Bornhöfft et al. 2018).  

 

Interactions métal-saccharide : 

 Des ions métalliques sont parfois retrouvés chez des lectines dans un rôle de stabilisation de 

la structure ou pour favoriser des multimérisations comme c’est souvent le cas chez les lectines 

légumineuses (R. D. Brown, Brewer, and Koenig 1977). Cependant, au sein de certaines lectines des 

ions métalliques (le plus souvent le calcium) interagissent aussi directement avec les deux fonctions 

hydroxyles du saccharide ligand dans une liaison de coordination (Feinberg et al. 2007; Mitchell et al. 
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2002). Par exemple, comme présenté dans la Figure 92, au niveau du site actif de la lectine LecA de 

Pseudomonas aeruginosa, la reconnaissance du galactose est effectuée par des liaisons de 

coordinations entre les fonctions hydroxyles (O3 et O4) et le calcium en plus du réseau de liaison 

hydrogène (Cioci et al. 2003). Ces liaisons de coordinations interviennent également au niveau de 

sites de reconnaissance du fucose ou du mannose (“Website Scope: Http://Scop.Mrc-

Lmb.Cam.Ac.Uk/Scop/Data/Scop.b.c.Dd.b.A.Html,” n.d.; Loris et al. 2003; Sudakevitz et al. 2004; 

Mitchell et al. 2002). 

 
Figure 92: Représentation du site actif de la lectine LecA de Pseudomonas aeruginosa complexé avec le galactose  

(PDB: 4YW7), les carbones du galactose sont numérotés en bleu, les liaisons hydrogènes sont indiquées en bleu ou en blanc 
si réalisé avec une molécule d'eau intermédiaire, les liaisons de coordinations avec le Calcium sont indiquées en rose. Image 
réalisée grâce au site web automatisé pour la détection d'interactions protéines ligands : https://projects.biotec.tu-
dresden.de/plip-web/plip/result/588ca750-7e9b-4dbc-981f-5740d497fe90, ainsi qu'à une analyse complémentaire sur 
PyMol. 

 

Interactions hydrophobes (Van der Waals) : 

 Les interactions de type Van der Waals sont issues de la formation de dipôles au niveau de 

liaisons moléculaires dus à une répartition inégale des nuages électroniques. Ces dipôles peuvent 

être permanents (dus à des différences d'électronégativité entre les atomes) ou induits (dus à la 

proximité d'un autre dipôle). Au sein des interactions de Van der Waals, on distingue les forces de 

Keesom entre deux molécules polaires (dipôles permanents), les forces de Debye entre une molécule 

polaire et une molécule apolaire (dipôle permanent-dipôle induit), et les forces de London entre 

deux molécules apolaires (dipôles induits).  

 Les interactions hydrophobes sont des interactions Van der Waals. Elles sont formées par des 

forces d'attraction, appelées forces de dispersion de London, entre des dipôles induits formés au sein 

de molécules non chargées. Au sein d'un solvant aqueux polaire, les molécules hydrophobes vont 

limiter leur contact avec celui-ci. De plus, les molécules d'eau vont former des liaisons hydrogènes 

entre elles en excluant la molécule apolaire et former ainsi une interface. L'effet hydrophobe est 

donc à la fois composé de cette exclusion des composés hydrophobes par l'eau et de la tendance des 

molécules hydrophobes à s'agréger entre elles grâce aux forces de London. Cependant, les sucres 

sont généralement considérés comme très hydrophiles de par leurs nombreuses fonctions 

hydroxyles. Mais comme nous avons pu le voir précédemment (section II.2.2), la disposition des 

hydroxyles peut entraîner la présence de surfaces hydrophobes au niveau du cycle osidique qui va 

alors interagir avec des acides aminés aromatiques. De plus, des contacts hydrophobes peuvent 

également être établis avec les fonctions méthyles de sucres retrouvés dans le fucose, la N-

acétylglucosamine (GlcNAc) ou l’acide N-acétylneuraminique (NeuAc).    

https://projects.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/result/588ca750-7e9b-4dbc-981f-5740d497fe90
https://projects.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/result/588ca750-7e9b-4dbc-981f-5740d497fe90
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 Par exemple, au sein de la lectine de type C CEL-I, issue de Cucumaria echinata, le ligand Gal-

NAc est principalement reconnu par l'intermédiaire de deux liaisons hydrogènes entre l'Arg115 et le 

groupement carbonyle de l'amide du GalNac et par des interactions Van der Waals entre le groupe 

acétyle-amide du GalNAc et les chaînes latérales de la Gln70 et l'Asn123. Le remplacement de ces 

acides aminés par des alanines à l'aide de mutagénèse dirigé a d'ailleurs pu démontrer l'importance 

de ces résidus pour les capacités de liaison de la lectine (Sugawara et al. 2004). 

III.  Méthodes classiques d'ingénierie des lectines 

III.1 Applications des lectines 

 Les saccharides interviennent dans de nombreux phénomènes biologiques. En tant que 

protéines capables de spécifiquement interagir avec ceux-ci, les lectines ont donc des rôles très 

variés comme nous avons pu le voir dans la section I.1.1. Des lectines ont donc été utilisées pour des 

applications en analytique, en diagnostique ou en tant qu'outil thérapeutique.  

III.1.1 Utilisation des lectines dans le domaine analytique et diagnostic 

 La forte spécificité des lectines a été exploitée à des fins d'analyse ou de diagnostic. En effet, 

l'analyse des sucres peut être effectuée à l'aide de méthodes telle que la spectrométrie de masse ou 

des méthodes chromatographiques. Cependant, ces méthodes sont limitées par la préparation des 

échantillons, l'expertise et le matériel nécessaire, et la parallélisation plus complexe des analyses. De 

nombreux outils basés sur des lectines ont donc été développés et sont répertoriés dans la 

publication de Hendrickson et al. (Hendrickson and Zherdev 2018; Belický, Katrlík, and Tkáč 2016) et 

présentés dans le Tableau 23. Le développement de biopuces à lectines permet de caractériser 

rapidement des échantillons biologiques (S. Hu and Wong 2009).  

 
Tableau 23: Présentation des différentes utilisations de lectines en analyse et diagnostique 
Application Méthode Exemple de lectine utilisé 

Identification de sucres Inhibition de l'hémagglutination Agglutinine du blé (WGA),  Concanavaline A 
(ConA), Agglutinine Ricinus communis (RCA) 

Purification de glycoconjugués Chromatographie d'affinité à l'aide de 
lectines 

Mélange de la concanavaline A et d'une 
lectine d'Artocarpus altilis  

Marquage histologique et cellulaire Lectines conjugués à des composés 
fluorescents, des haptènes ou des 
particules d'or 

Agglutinine du blé (WGA),  Concanavaline A 
(ConA) 

FACS Marquage et tri cellulaire à l'aide de 
lectines fluorescentes 

Lectine recombinante rBC2LCN (domaine 
N-terminal d'une lectine issue de 
Burkholderia cenocepacia) 

Détection de protéines glycosylées et suivi 
de changement de glycosylation 

Lectin blotting (analogue WesternBlot) Agglutinine de Helix pomatia (HPA) 

Détection de bactéries, champignon, 
détection de tissus pathologiques 
(recherche de marqueurs de pathologies) 

Microarray de lectines Différentes lectines immobilisées en spot 
sur une surface 

Détection de différents carbohydrate Biosensor de lectines, label de lectine 
composé fluorescent, immobilisation sur 
feuille d'or, ou des nanoparticules d'or 

Concanavaline A, PNA (lectine issue de 
Arachis hypogaea), SNA (lectine issue de 
Sambucus Nigra), agglutinine de Maackia  
amurensis    (MAA) 

Détection de différents carbohydrates 

(par exemple dans le cas de cancers 
métastasiques) 

ELLA (Enzyme-like Lectin Assay) (analogue 
ELISA) 

Agglutinine du blé (WGA),  concanavaline A 
(ConA), agglutinine Ricinus Communis 
(RCA), SNA (Lectine issue de Sambucus 
Nigra), agglutinine de Maackia  amurensis    
(MAA) 
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III.1.2 Utilisation des lectines en thérapeutique  

III.1.2.1 Propriétés antitumorales 

                       Des modifications de profils de glycosylations peuvent être impliquées dans de nombreuses 

maladies, telles que le cancer (Orntoft and Vestergaard 1999; Varki et al. 2009), les maladies liées au 

foie (cirrhose, cancer du foie, fibrose du foie) (Blomme et al. 2009), la maladie d'Alzheimer (J. Z. 

Wang, Grundke-Iqbal, and Iqbal 1996) ou des maladies congénitales (Jaeken and Carchon 1993). Les 

méthodes analytiques précédentes peuvent être ainsi utilisées afin de réaliser des diagnostiques 

(section III.1.1). En plus de cela, des méthodes thérapeutiques contre le cancer impliquant les 

lectines ont récemment été développées (Bhutia et al. 2019). En effet, des lectines ont démontré des 

capacités anticancéreuses par plusieurs mécanismes dont des exemples des différents types de 

mécanismes sont listés dans le Tableau 24 (Yau et al. 2015). Les mécanismes impliqués sont : 

l'induction de l'apoptose ou de l'autophagie, leurs effets cytotoxiques ou encore par la modulation 

de la production de cytokines (Yau et al. 2015; S. Coulibaly and C. Youan 2017). Elles peuvent 

également être utilisées pour cibler des cellules cancéreuses grâce à leur reconnaissance spécifique 

de profils anormaux de glycosylation (Hashim, Jayapalan, and Lee 2017; S. Coulibaly and C. Youan 

2017).  

 
Tableau 24: Différents exemples de lectines ayant des potentiels antitumoraux selon différents mécanismes 

Mécanisme Exemple de lectine 

Induction de l'apoptose par différentes voies 

de signalisations 

Galectines (Nakahara and Raz 2008), Plant 

lectins (Bhutia et al. 2019; Jiang et al. 2015), 

lectine reconnaissant l'acide sialique (X. Yang 

et al. 2014; Ning Wang, Whang, and Lee 2008), 

lectine du gui (Bussing 1996) 

Induction de l'autophagie Concanavalin A (Lei and Chang 2007), Lectine 

de Agrocybe aegerita(W. Liu et al. 2017), Plant 

lectins (Bhutia et al. 2019; Jiang et al. 2015) 

Immunomodulation (cytokines) Galectines (Nakahara and Raz 2008), Annexines 

(Z. Zhang et al. 2010), lectine du gui (Lyu and 

Park 2007; Yau et al. 2015) 

Reconnaissance profils anormaux de 

glycosylations (conjugué à des composés 

cytotoxiques) 

Lectines de type C (Nonaka et al. 2008; 

Shimomura et al. 2018) 

 

 L'utilisation de lectines en tant qu'agent anti-tumoraux a même été étudiée dans des études 

précliniques et cliniques. Par exemple, l'injection intratumorale d'une lectine issue de Viscum album 

(Quercus; Iscador®Qu) a montré une grande efficacité pour la suppression d'adénomes du colon sans 

effets secondaires lourds chez 123 patients. L'utilisation d'une lectine issue du gui a également 

permis l'amélioration de la qualité de vie de patient lors de l'utilisation de traitements 

chimiothérapeutiques contre le cancer du sein (Bhutia et al. 2019). 

 

III.1.2.2 Autres propriétés 

 La reconnaissance des lectines pour les glycoprotéines a également démontré des potentiels 

antiviraux, antimicrobiens, antifongiques ainsi qu'anti-insectes. En effet, la lectine Griffithsin (GRFT) a 
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également montré des propriétés anti-virales dirigées contre des virus enveloppés tels que le virus 

du SIDA, de l'hépatite C, du coronavirus, ainsi que du virus Ebola grâce à ses capacités de liaisons aux 

glycoprotéines telles que gp120 et gp41 riches en mannoses. (Lusvarghi and Bewley 2016; Barton et 

al. 2014).  De même des lectines peuvent allonger le cycle de développement d'insectes, voire 

augmenter leur taux de mortalité chez des insectes tels que les pucerons, la mouche du melon, la 

tique, la bruche du niébé, ou encore certains moustiques (Lam and Ng 2011). De nombreuses lectines 

issues de plantes et particulièrement des graines de plantes ont également démontré des capacités 

antifongiques. Ainsi, le développement de leur utilisation pourrait alors être une alternative aux 

pesticides ou antifongiques chimiques réduisant ainsi les risques sanitaires. 

 

 Afin de permettre ces applications, plusieurs stratégies d'ingénierie des lectines ont été 

développées pour élargir l'éventail des lectines disponibles ou modifier leurs caractéristiques de 

reconnaissance. Deux types de stratégies sont utilisés pour l'ingénierie des lectines : soit la 

modification de leur spécificité par des méthodes d'ingénierie protéique classiques, soit la 

modification de leur valence. 

III.2 Ingénierie des lectines - Modification de la spécificité 

III.2.1 Production de lectines recombinantes 

 Traditionnellement, les lectines sont directement extraites de leurs sources d'origine par des 

méthodes de précipitation couplées à des méthodes chromatographiques. Cependant, les lectines 

peuvent posséder des isoformes qui ont des activités différentes et ce mélange rend difficile 

l'obtention de fractions pures. De plus, ces méthodes d'extraction conduisent généralement à des 

rendements assez faibles (Martínez-Alarcón, Blanco-Labra, and García-Gasca 2018).  

 Le développement de la production de lectines recombinantes permet de répondre à ces 

problématiques par la production d'une seule forme de la lectine et conduit généralement à des 

rendements plus élevés. Les systèmes d'expression les plus utilisés sont les bactéries ou les levures. 

Les lectines sont naturellement présentes dans tous les compartiments cellulaires (milieu 

extracellulaire, réticulum endoplasmique, appareil de golgi, cytoplasme, membrane) ce qui influe sur 

le choix de l’organisme de production. De plus certaines lectines sont glycosylées ou utilisent des ions 

en tant que co-facteurs. La production de lectines dans les bactéries n'est donc pas toujours le 

meilleur système d'expression hétérologue, d'autant que les lectines à haut poids moléculaire 

peuvent être accumulées dans des corps d'inclusions lorsqu'elles sont exprimées à fortes 

concentrations. Malgré ces limitations, des lectines eucaryotiques ont été produites efficacement 

chez E. coli. Pour les lectines glycosylées, la production chez Pichia pastoris est privilégiée. En effet, 

ce système d'expression permet la production de protéines glycosylées à haute concentration ainsi 

que leur excrétion dans le milieu ce qui permet une très forte production. De plus, grâce à 

l'utilisation du promoteur AOX1 les glycosylations de Pichia pastoris ne sont pas antigéniques et sont 

assez proches des glycosylations des organismes eucaryotes supérieurs. La production de lectines a 

également été réalisée chez les plantes ou au sein de cellules animales. Cependant ces systèmes sont 

plus complexes d'utilisation et plus couteux. Le choix du système hétérologue de production sera 

donc dicté par différents critères tels que la localisation cellulaire, la présence de site de glycosylation 

et leurs caractéristiques, de ponts disulfures, ou l'utilisation de protéines chaperonnes pour son 

repliement (Martínez-Alarcón, Blanco-Labra, and García-Gasca 2018).   

III.2.2 Méthodes d'ingénierie protéique 

 La production de lectines par méthodes recombinantes à partir d'un gène d'expression 

permet l'utilisation de méthodes d'ingénierie protéique afin d'étudier et de modifier les 
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caractéristiques de reconnaissance des lectines. Ces méthodes d'ingénierie protéique sont 

essentiellement basées sur des méthodes de mutagénèse couplées à des méthodes de sélection 

(Figure 93). Différentes tailles de librairie peuvent être générées. En effet, lorsque la structure 3D de 

la lectine est connue, les stratégies de mutagénèse peuvent être plus ciblées (Rahman et al. 2015). 

Cependant, les stratégies de mutagénèse très ciblées sont plus risquées car la reconnaissance 

protéine-sucre est déterminée par des interactions faibles et il est difficile de prédire l'effet d'une 

mutation (D. Hu, Tateno, and Hirabayashi 2015). Les librairies les plus larges sont générées par des 

méthodes aléatoires telles que la PCR à erreur, ou le DNA shuffling (Hu et al. 2012; Yabe et al. 2007; 

Yim, Ono, and Irimura 2002), tandis que les librairies plus ciblées sont générées par mutation 

saturante ou dirigée (PCR inverse, Quickchange, ou synthèse du gène) (Arango et al. 1993; Jordan 

and Goldstein 1995; V Sharma, Vijayan, and Surolia 1996; Nishiguchi et al. 1997; Hatakeyama et al. 

2013; Salomonsson et al. 2010; Kolatkar and Weis 1996; Topin et al. 2014; Adam et al. 2007; Kříž et 

al. 2014; Mishra et al. 2012; Keogh et al. 2014; Liang et al. 2016). 

 Selon la taille de la librairie, différentes méthodes de sélection vont être utilisées. De 

nombreuses méthodes de type display ont été développées lors de l'ingénierie d'anticorps tels que le 

phage display, le ribosome display ou encore le yeast display et peuvent également être utilisées 

pour l'ingénierie des lectines (Ryckaert et al. 2008; Nehmann et al. 2009). Une méthode de type 

display consiste à lier l'information génétique à la protéine produite. Le mutant est alors sélectionné 

sur ces caractéristiques de reconnaissance au niveau de la protéine puis la séquence génétique est 

analysée par séquençage. En effet, le séquençage de nucléotides est moins cher et plus rapide que le 

séquençage protéique.  

 Le ribosome display est une des méthodes display les utilisées notamment parce que cette 

méthode n'est pas limitée par l'efficacité de transformation de la librairie et présente donc de 

meilleures capacités de criblage (D. Hu, Tateno, and Hirabayashi 2015; Swimmer et al. 1992; K 

Yamamoto, Maruyama, and Osawa 2000; M. Yamamoto, Kominato, and Yamamoto 1999). Au cours 

de cette méthode, l'expression protéique est réalisée in vitro et les complexes ribosomes, ARN 

messager et protéine sont purifiés et sélectionnés sur le ligand cible. L'ARNm des lectines liants la 

cible est ensuite converti en ADN par RT-PCR avant d'être séquencé ou réinjecté dans un nouveau 

cycle de sélection. Cependant, des ajustements spécifiques à la sélection de lectines par ribosome 

display ont été réalisés. En effet, l'affinité des lectines est généralement assez faible, les temps 

d'incubation lors de la sélection sont donc plus longs que pour la sélection d'anticorps et il y a alors 

un risque pour que le complexe ARNm-ribosome-protéine ne soit pas assez stable, l'utilisation de 

codons rares en région 3' favorise alors cette interaction (Yabe et al. 2007). D'autre part, l'utilisation 

de polymères de sucres biotinylés structurellement bien définis à la place de glycoprotéines ainsi que 

l'ajout d'inhibiteurs compétitifs rendant la sélection plus stringente a permis d'améliorer également 

les capacités de sélection (D. Hu et al. 2012). Enfin, le développement de puces de glycoconjugués 

devrait également faciliter la vérification des mutants sélectionnés.  
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Figure 93: Principe des méthodes de sélections 

III.3 Ingénierie des lectines - Modification de la valence des lectines 

 Les lectines ont la particularité d'être souvent multivalentes, cela a cependant des avantages 

et des inconvénients. En effet, les lectines multivalentes ont la particularité d'avoir une meilleure 

affinité apparente mais elles ont aussi la capacité à agglutiner les cellules, ce qui peut être un 

préjudice selon l'application recherchée comme par exemple pour du tri cellulaire. L'utilisation de 

modifications chimiques pour prévenir l'oligomérisation (Gunther et al. 1973; Beppu, Terao, and 

Osawa 1976) ou encore l'élimination des ponts disulfures par réduction (H Kaku et al. 1993; Hanae 

Kaku and Shibuya 1992) ou par remplacement des cystéines par des sérines (H. Wang et al. 2008) a 

permis de produire des lectines monovalentes. Plus récemment, un fragment de lectine à tandem de 

répétition a été produit de manière indépendante chez E.coli (Olausson et al. 2011). 

Parfois cependant, la multimérisation des lectines a été recherchée afin d'augmenter l'affinité d'une 

lectine donnée par un effet d'avidité. Pour cela, des lectines ont été formées par des méthodes de 

protéines chimères à l'aide de linker polypeptidique (Yabe et al. 2009), de l'utilisation de biotinylation 

afin de clustériser des lectines (Kawasaki et al. 2007) ou encore par de la mutagénèse afin 

d'introduire des cystéines pouvant former des ponts disulfures (McDonald, Hughes, and Davis 2004).  

Enfin des lectines chimères ont également été produites afin de combiner deux spécificités (Kazuo 

Yamamoto et al. 1992; Ribeiro et al. 2018).  

IV. Ingénierie protéique avec des acides aminés non naturels 

IV.1 Utilisation d'acides aminés non naturels au sein de site de reconnaissance ou site 

catalytique 

 La reconnaissance spécifique d'un substrat par une protéine est principalement due aux 

types de liaison que celui-ci peut former avec les chaînes latérales des acides aminés présents au sein 
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du site de reconnaissance selon leur proximité et selon leur orientation. Les protéines sont 

essentiellement formées de 20 acides aminés naturels possédant des chaînes latérales variées avec 

des caractéristiques physicochimiques qui peuvent permettre la formation d'interactions de type 

polaires, hydrophobes et électrostatiques. Les modifications post-traductionnelles ainsi que 

l'utilisation de co-facteurs permettent d'assurer les fonctions protéiques qui ne sont pas disponibles 

par l'utilisation de ces 20 acides aminés naturels. L'utilisation d'acides aminés non naturels permet 

alors d'apporter de nouvelles chaînes latérales avec des nouvelles caractéristiques ou de mimer les 

modifications post-traductionnelles. Les méthodes d'incorporation d'acides aminés non naturels au 

sein des protéines ont déjà permis d'incorporer plus de 200 NAA différents au sein de protéines 

(Smolskaya and Andreev 2019). Ils peuvent être incorporés de manière site-spécifique ou de manière 

plus globale en remplaçant un type d'acide aminé naturel (la méthionine par exemple) par un autre 

(Chapitre 1, section IV).  

 Des acides aminés non naturels ont déjà été incorporés au sein de sites actifs ou sites de 

reconnaissance afin de modifier leurs caractéristiques comme répertorié dans les revues récentes de 

Mayer et al. et de Ravikumar et al. (Ravikumar et al. 2015; Mayer 2019) ainsi que dans la publication 

méthodologique de Hu et al. (C. Hu and Wang 2016). Nous allons voir ci-dessous leurs différentes 

applications. 

IV.1.1 Sondes biophysiques 

 Des acides aminés peuvent être introduits au sein de sites protéiques afin de faciliter l'étude 

structurale ou mécanistique par RMN, cristallographie au rayon X, IR ou réticulation comme c'est le 

cas pour des acides aminés non naturels, portant des atomes lourds, fluorescents ou pouvant servir 

de sondes radicalaires (Dougherty 2000; Ravikumar et al. 2015).  

 - Utilisation en RMN :   

 L'utilisation d'acides aminés non naturels en tant que sonde radicalaire est liée à la méthode 

SDSL (Site directed Spin Labeling). Elle consiste à utiliser à une position donnée un marqueur de spin, 

c'est à dire un radical, donc une molécule avec un nombre impair d'électrons. Analogue à l'utilisation 

d'isotopes en RMN, elle permet l'introduction d'un spin non nul actif en RMN, ce qui permet l'étude 

de l'environnement du radical. Traditionnellement, la méthode SDSL utilisait le greffage de radicaux 

sur des cystéines, mais les cystéines sont parfois impliquées dans des rôles structuraux chez les 

protéines. L'utilisation de la réactivité orthogonal d'acides aminés non naturels ou le développement 

d'acides aminés non naturels radicalaires ont donc été utilisés dans ce sens afin de caractériser la 

structure de protéines ou la liaison protéine-ligand (Fleissner et al. 2009; Jones et al. 2010; Cornish et 

al. 1994). L'utilisation d'acides aminés contenant des isotopes, des atomes lourds ou des dérivés de 

fluor sont également utilisés en RMN pour caractériser la liaison entre la protéine et son ligand 

(Jones et al. 2010). 

 - Utilisation lors de l'analyse cristallographique par rayon X : 

 Les atomes lourds sont notamment utilisés en cristallographie au rayon X afin de répondre au 

problème de phase classique. Ce problème est issu de la perte d'information (concernant la phase de 

l'onde lumineuse) lors des différentes mesures par des détecteurs qui ont plutôt tendance à 

uniquement mesurer l'intensité lumineuse. Or, lors de l'étude de protéines par cristallographie aux 

rayons X, l'information de la phase comporte l'information de la densité électronique obtenue par 

une transformation de Fourier. Cette information est donc capitale. Différentes solutions ont été 

appliquées pour répondre à ce problème dont la MAD (Multi-wavelength Anomalous Dispersion), la 

MIR (Multiple Isomorphous Replacement), la MR (Molecular Replacement) ou la SAD (Single 

wavelength Anomalous Dispersion). La méthode la plus utilisée est la méthode MAD dans laquelle les 

méthionines de protéines ont été remplacées par des sélénométhionines ou des tellurométhionines 

(Hatch et al. 2005).  
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 - Analyse par infrarouge IR : 

 L'introduction d'acide aminé non naturel ayant des propriétés vibrationnelles uniques à une 

position précise au sein de la protéine permet d'identifier des changements structuraux comme par 

exemple lors de la liaison d'un ligand. Des acides aminés portant des atomes lourds, des dérivés 

isotopiques (deutérium) ou des groupements NO, CN, SCN ou N3 ont pu être utilisés (T. S. Young and 

Schultz 2010; Ye et al. 2009).  

 - Acides aminés fluorescents :  

 Les protéines contiennent naturellement des acides aminés fluorescents : Phénylalanine, 

Tryptophane, Tyrosine. Ils sont présents en faible proportion au sein des protéines (environ 1% pour 

le plus abondant). De plus, le Tryptophane est particulièrement sensible à son environnement tel que 

des changements conformationnels, une dénaturation ou une liaison au substrat. Cela a permis le 

développement d'une méthode de mesures d’interactions par spectroscopie (Lakowicz and Lakowicz 

2006). Cependant, lorsque plusieurs tryptophanes sont présents dans la protéine, il est difficile de 

différencier leurs émissions spectrales. L'utilisation d'acides aminés fluorescents permet alors 

l'introduction d'une sonde fluorescente avec des caractéristiques spectrales différentes des acides 

aminés naturels et permet d'apporter des informations structurales comme par exemple lors de 

l'étude d'une galactosidase réalisée par Steward et al. (Steward et al. 1997).  

 - Expérience de capture du ligand par réticulation : 

 Dans le cas d'études récepteur-ligand peptidique ou d'interaction protéine-protéine, 

l'utilisation d'acides aminés non naturels capables de réaliser de la photo-réticulation, c'est à dire de 

générer une liaison suite à une irradiation, permet de lier de façon covalente deux partenaires et 

ainsi pouvoir étudier plus facilement des interactions faibles (Xu and Wu 2014). Cette stratégie 

permettant de capturer et d'identifier des partenaires protéiques a été utilisée afin d'étudier les 

interactions entre différentes sous-unités protéiques d'un canal ionique  (Murray et al. 2016), ou 

encore entre un récepteur couplé aux protéines G (GPCR)  et  son ligand peptidique (Becker and 

Naider 2015). Cependant ce type de réticulation est très réactif avec tout élément assez proche de la 

protéine. Un acide aminé non naturel capable de spontanément et spécifiquement réagir avec des 

résidus thiols à proximité a été récemment développé (B. Yang et al. 2017). De manière générale, 

l'acide aminé non naturel doit cependant être incorporé à une position permettant la capture du 

partenaire protéique tout en n'empêchant pas leur interaction. 

IV.1.2 Etude des caractéristiques d'un acide aminé clé 

 Au sein de sites actifs ou de reconnaissance, certains acides aminés peuvent être considérés 

comme étant clés pour l’efficacité de la protéine. Afin de prouver quelles caractéristiques de l'acide 

aminé sont favorables, l'utilisation d'acide aminé non naturel permet de remplacer celui-ci par un 

acide aminé portant une modification (qui augmente l'hydrophobicité ou la polarité par exemple). 

Contrairement à une mutation choisie parmi des acides aminés naturels, l'acide aminé non naturel 

sera le plus proche possible de l'acide aminé d'origine ce qui facilitera les conclusions (Dougherty 

2000). Cette stratégie a été utilisée pour mieux comprendre l'interaction CH-π au sein d'une lectine 

(RSL) comme détaillée dans la section IV.2.4, mais également au sein d'enzymes au niveau de la 

poche hydrophobique d'une nucléase (Ting et al. 1998), ou au sein du récepteur nicotinique de 

l'acétylcholine (Zhong et al. 1998). Selon une méthode similaire, le rôle d'autres types d'acides 

aminés a pu également être étudié tels que le rôle de tyrosines au niveau de l'entrée d'un canal 

ionique (Beene et al. 2004), ou au sein d'oxydases (Y. Yu et al. 2015). En effet, dans le cas de liaisons 

hydrogènes, il est difficile d'étudier ces interactions par des mutations classiques. Par exemple, dans 

le cas de la mutation d’un glutamate ou d'un aspartate en glutamine ou asparagine, un fort donneur 

de liaison hydrogène est remplacé par un fort accepteur de liaison hydrogène, ce qui complique les 

conclusions. Cependant, des analogues de glutamate ou aspartate contenant des groupes nitro ou 
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amide peuvent être utilisés afin de seulement neutraliser le donneur de liaison hydrogène de façon 

plus neutre (Pless and Ahern 2013). 

IV.1.3 Liaison covalente de cofacteurs (notamment ions métalliques) 

 Les enzymes utilisent parfois des cofacteurs, tels que des ions métalliques pour assurer leur 

activité. Etant donné que des acides aminés non naturels peuvent fixer des co-facteurs à l'aide de 

réactions orthogonales ou même se lier directement à des ions métalliques avec une forte affinité, 

ceux-ci ont été utilisés afin de modifier des protéines. Par exemple, l'acide aminé bipyridylalanine a 

été incorporé au sein de protéines afin de fixer le Cuivre catalyseur (Drienovská et al. 2017, 2015; H. 

S. Lee and Schultz 2008). Des co-facteurs (Rh2-tetraacetate, complexes Mn ou Cu-terpyridine) ont 

également été fixés à la protéine grâce à l'incorporation de l'azidophénylalanine et de la réaction de 

"chimie click" orthogonale SPAAC (H. Yang et al. 2014). Cette association plus forte entre la protéine 

et l'ion métallique permet de réduire la formation de sous-produits et facilite la réaction dans un 

milieu aqueux (Y. Yu et al. 2018; Mirts, Bhagi-Damodaran, and Lu 2019). 

IV.1.4 Contrôle optiques des propriétés catalytiques 

 Des acides aminés non naturels portant des fonctions photoprotégées et dérivés de 

cystéines, de sérines, de lysines et de tyrosines ont été incorporés. Ils permettent de contrôler 

l'activité enzymatique grâce à une photodéprotection de l'enzyme pouvant être réalisée in vitro ou 

même in vivo. En effet, les chaînes latérales des acides aminés sont directement impliquées dans les 

mécanismes catalytiques. En ce sens, ces acides aminés photoprotégés ont été introduits au sein de 

différents sites actifs pour contrôler l'activité d'enzymes telles qu'une protéase (Nguyen et al. 2014), 

une galactosidase (Deiters et al. 2006), une recombinase (W. Brown and Deiters 2019), une DNA et 

une ARN polymérase (Chou, Young, and Deiters 2009; Hemphill et al. 2013), une kinase (Gautier, 

Deiters, and Chin 2011), un canal ionique (Kang et al. 2013) ou encore une nucléase (Chou and 

Deiters 2011). L'utilisation d'acide 2,3-diaminopropionique photoprotégé a également été exploité 

afin de capturer à l'aide d'une liaison amide des intermédiaires réactionnels jusqu'alors inobservables 

au sein de protéases à cystéine (TEV) et du domaine thioestérase d'une synthétase de valinomycine 

(Huguenin-Dezot et al. 2019). Des séquences comportant ces acides aminés peuvent également être 

impliquées dans des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation. L'incorporation 

d'une sérine photoprotégée au sein d'un facteur de transcription a par exemple permis de rendre sa 

phosphorylation photoactivable (Lemke et al. 2007). L'introduction d'une lysine photoprotégée a 

également permis de contrôler l'infection de cellules HEK293T par un adénovirus AAV pour la rendre 

photoinductible (Erickson et al. 2017).  

IV.1.4 Modification de sa régiosélectivité ou énantiosélectivité 

 La capacité des enzymes à modifier régiosélectivement des molécules ainsi que leur capacité 

à discriminer des énantiomères entre eux est très recherchée.  

 La régiosélectivité d'une enzyme P450 a été modifiée lors d'une étude réalisée par Kolev par 

l'incorporation d'analogues de tyrosine. En effet, l'incorporation de NapA (3-(2-naphthyl)alanine) à la 

place de l'alanine 32 a en effet permis une conversion du (S)-ibuprofène en 5% d'alcool benzylique et 

95% d'alcool allylique contre 62% et 38% respectivement pour l'enzyme sauvage  (Kolev et al. 2014).  

 Quant à la sélectivité envers un énantiomère, un tryptophane 222 situé à l'entrée d'un site 

de reconnaissance d'une réductase qui convertit des cétones en alcools chiraux a été remplacé par 

des analogues de tyrosine. Le tryptophane 222 permet le positionnement du substrat lors de son 

entrée dans le site et a donc un rôle critique. La modification de celui-ci a entraîné des changements 

structuraux et a permis de changer l'énantiosélectivité de l'enzyme. L'enzyme sauvage possède déjà 

une préférence pour l'énantiomère R de la 2-chloro-1-phényléthanone mais avec un excès de 9,1% 
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seulement. L'incorporation par exemple de la 2-ter-butyle-L-tyrosine a permis d'augmenter cet excès 

à 33,7% (H. Ma et al. 2014). 

 Les exemples de modification de la régiosélectivité ou l'énantiosélectivité d'enzymes grâce à 

des acides aminés non naturels restent encore rares. Mais ces études démontrent le potentiel de 

leur utilisation pour ces applications.  

IV.1.5 Acide aminé non naturel en tant qu'acide aminé catalytique  

 L'utilisation d'acide aminé non naturel amenant une nouvelle réactivité catalytique est 

encore très rare. Le groupe de Roelfes a récemment incorporé la p-aminophénylalanine au sein de la 

protéine de la famille des transporteurs ABC (LmrR) issue de Lactococcus lactis. Cette protéine forme 

des homodimères et possède une large poche de liaison hydrophobique à l’interface de ces dimères, 

ce qui a été également exploité par le groupe de Roelfes au cours de la création de métalloenzymes 

artificielles (Roelfes 2019). Ici, l’incorporation de la p-amino-phénylalanine lui permet alors de 

catalyser la formation d'hydrazone ou d'oximes par condensation entre des carbonyles et des 

hydrazines ou hydroxylamines (Drienovská et al. 2018). Puis une évolution dirigée a permis 

d'augmenter encore cette efficacité catalytique par des mutations qui permettent le positionnement 

optimal de la p-aminophénylalanine. L'enzyme finale possède une capacité catalytique apparente 

assez importante (kcat/Km de 132 M-1s-1) (Mayer et al. 2019).   

 

IV.2 Utilisation des acides aminés non naturels chez les lectines 

 Bien que moins nombreuses, des stratégies d'ingénierie des lectines ou d'enzymes 

reconnaissant les sucres et utilisant les acides aminés non naturels ont également été développées 

afin de modifier leurs caractéristiques de reconnaissance.  

IV.2.1 Méthodes de criblage avec des acides aminés non naturels 

 L'ingénierie classique des lectines est essentiellement basée sur des méthodes de 

mutagénèse couplées à des méthodes de sélection. Cependant l'utilisation de méthodes 

systématiques pour tester l'utilisation d'acides aminés non naturels à différentes positions au sein de 

protéines est plutôt rare. Afin de générer les codons stops TAG au sein des séquences cibles, des 

méthodes de mutagénèse dirigées classiques (C. C. Liu et al. 2008), de TAG scanning (Daggett, Layer, 

and Cropp 2009) ou d'échange de trinucléotides (TriNEx) (Reddington et al. 2015) ont pu être 

utilisées. A ce jour, l'utilisation des méthodes TriNEx et TAG scanning n'ont cependant pas encore été 

testées pour l'évolution de lectines. La méthode de mutagénèse dirigée classique utilisée par Liu et 

al. a été couplée avec une méthode de phage display. Cette méthode a cependant nécessité des 

optimisations de conditions de croissance des phages afin d'avoir une proportion similaire entre les 

séquences présentant des acides aminés non naturels ou non (C. C. Liu et al. 2008). Cette méthode a 

ensuite permis de sélectionner un anticorps anti-glucamine (une forme aminée du sorbitol) 

contenant une boronate-phénylalanine (C C Liu et al. 2009).  

 Les méthodes précédentes permettent de tester l'incorporation d'un type d'acide aminé non 

naturel à différentes positions au sein d'une séquence protéique. Cependant, elles ne permettent 

pas de rapidement tester différentes chaînes latérales. L'incorporation d'acide aminé non naturel de 

manière site spécifique est très dépendante de la disponibilité de l’aaRS spécifique pour celui-ci, ce 

qui rend difficile le criblage de plusieurs acides aminés non naturels pour une protéine. Une méthode 

consiste à générer une déshydroalanine par modification chimique d’une cystéine sur laquelle on 

pourra ensuite greffer spécifiquement différentes chaînes latérales par addition d’un thiol ou par 

formation d’un lien C(sp3)-C(sp3). C'est ce qui a pu être testé par Windle et al. par la modification de 

cystéines en déshydroalanine en présence de 2,5-dibromohexan-1,6-diamide. La déshydroalanine a 
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ensuite réagi avec différents radicaux thiols. Cela a permis de tester 13 radicaux thiols portant des 

fonctions différentes à 12 positions différentes. La spécificité de l'aldolase a donc pu être modifiée 

afin de favoriser la reconnaissance de sucres à chaines plus courtes. En effet, le rapport Kmapp/kcatapp 

de la protéine sauvage était de 0,17 et 0,26 pour l'érythrose (C4) et le mannose (C6) respectivement. 

La mutation de la phénylalanine 190 en 2,3-dihydroxyl-propyl-cystéine (Dpc) a permis de changer ces 

rapports en 1,7 et 0,09 respectivement  (Windle et al. 2017).   

IV.2.2 Valence 

 Comme nous l'avons vu précédemment, les lectines sont souvent multimériques, ce qui 

permet une augmentation de leur affinité apparente. Lors de la conjugaison de différentes sous-

unités de protéines, les acides aminés non naturels ont l'avantage de pouvoir apporter une réactivité 

orthogonale, ce qui permet d'obtenir des associations spécifiques et contrôlées. Cette stratégie a été 

utilisée précédemment lors de la création d'anticorps bi-spécifiques (C. H. Kim et al. 2012; Lu, Hua; 

Zhou 2014; González-miro, Rodríguez-noda, and Fariñas-medina 2017; Mirande 2017; Cao et al. 

2015). Lors d'une étude réalisée par Tobola et al., 3 lectines ont été conjuguées à l'aide d'acides 

aminés non naturels : la Ralstonia solanacearum lectine (RSL), la galectine humaine 1 (Gal-1) et la 

sous-unité B de la Shiga toxine 1 (Stx1B). Ces lectines ont d'abord été associées de manière 

monospécifique (Gal-1 avec Gal-1, RSL avec RSL et Stx1B avec Stx1B) pour former des lectines 

multivalentes, puis elles ont été associées entre elles afin de former des lectines chimères 

bispécifiques. Des liens ont été également ajoutés afin de limiter la gêne stérique entre les 

différentes sous-unités et améliorer ainsi les réactions de conjugaison. Les affinités des différentes 

protéines générées n'ont cependant pas été testées (Tobola et al. 2019). 

 

IV.2.3 Liaison boronate 

 La fonction boronate peut former des liaisons esters avec des cis-diols (section I.3.1) et cette 

caractéristique a été très exploitée afin de générer des lectines organiques. Cependant, 

contrairement aux lectines naturelles ces lectines organiques manquent de sélectivité. 

L'incorporation de la fonction boronate au sein de protéine peut être réalisé par une succession de 

modifications chimiques basées sur la réactivité des lysines (Lu et al. 2013). Mais cette modification 

n'est donc pas ciblée. En 2008, une boronate-phénylalanine a été incorporée pour la première fois de 

manière site-spécifique grâce à une aminoacyl-ARNt synthétase de Methanocaldococcus jannaschii 

(Brustad et al. 2008). La fonction boronate peut donc être incorporée spécifiquement au sein de 

protéines. En effet, cette fonction est naturellement absente des protéines, même par modifications 

post-traductionnelles ou au sein de co-facteurs. La synthétase qui permet cette incorporation a été 

cristallisée (Schiefner et al. 2018). Cette phénylalanine-boronate a pu être utilisée lors de la sélection 

d'un anticorps contre la glucamine (C C Liu et al. 2009) et pour le design rationnel d'une lectine à 

partir d'une anticaline humaine (Lcn2) (Edwardraja et al. 2017). Les anticalines sont des petites 

protéines qui possèdent une région de boucle hypervariable. Des anticalines ont donc pu être 

générées contre différentes cibles thérapeutiques telles que le CTLA-4, ou le VGEF (Gebauer and 

Skerra 2012; Schönfeld et al. 2009; Skerra 2007). Dans cette étude, l’équipe de Skerra a montré qu'un 

environnement électrophile est important pour la fonctionnalité du boronate (Edwardraja et al. 

2017). De plus, ils ont aussi cristallisé le boronoester, sous sa forme tétraédrique, formé par 

l'anticaline modifiée et son ligand (le 4-nitrocatechol) (Sommer, Eichinger, and Skerra 2019). La 

réactivité du boronate est favorisée dans des conditions basiques et conduit à la production d'ester 

boronique tétraédrique. Dans cette étude, l’ester tétraédrique est stabilisé par une liaison hydrogène 

avec un acide aminé polaire au niveau du site de reconnaissance. De plus, ils ont montré que la 

capacité de liaison de l'anticaline modifiée était dépendante de cette stabilisation. Ce travail montre 
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l'importance de fournir un environnement favorable à cette fonction. L'incorporation de cette 

fonction a été réalisée au sein d’un site de reconnaissance large et a permis à l'anticaline humaine 

Lcn2 d'acquérir des capacités de reconnaissance de sucres. Cependant l'affinité obtenue reste proche 

des affinités classiques pour des lectines, de l'ordre du µM. 

IV.2.4 Interaction tryptophane - carbohydrate  

 Le tryptophane est un acide aminé qui intervient dans trois types de liaison avec des hydrates 

de carbone : des interactions de type π-CH, des liaisons hydrogènes, et des contacts hydrophobes. 

 Au sein d'une étude réalisée par Tobola et al., 4 types de tryptophane ayant un atome de 

fluor en substituant du cycle benzylique ont été incorporés au sein de la Ralstonia solanacearum 

lectine (RSL) à la place des 7 tryptophanes natifs présents dans chaque monomère. Parmi ces 7 

tryptophanes, 6 sont à proximité du sucre ligand dont un formant des contacts hydrophobes avec un 

groupement méthyle du substrat (αMe-Fuc, ou tetrasaccharide Lex), un formant une liaison 

hydrogène et un dernier formant des liaisons stacking π-CH. Cependant, les dérivés de tryptophane 

ont été introduits avec une méthode résidu spécifique, s’accompagnant du remplacement de 

l’ensemble des résidus tryptophanes, ce qui conduit à une lecture globale sans pouvoir différencier 

l'effet indépendant de chaque mutation au sein des sites de reconnaissance. Une expérience de 

dynamique moléculaire basée sur les structures cristallisées des différents mutants a pu montrer que 

le fluor entraîne un baisse de l'aromaticité, ce qui baisse la force de l'interaction π-CH, mais le fluor a 

également pu former des liaisons hydrogènes avec les hydroxyles du sucre ligand. Cependant, 

l'addition de ces effets entraîne un effet global sur l'affinité assez limité (Tobola et al. 2018). Le 

développement d’aaRS permettant l'intégration de dérivés fluorés de Tryptophane de manière site 

spécifique pourrait permettre de modifier la reconnaissance de lectines. 

 Les acides aminés non naturels peuvent également être incorporés pour faciliter des études 

structurales, et des dérivés fluorés de tryptophane ont été particulièrement utilisés pour caractériser 

des enzymes y compris des galactosidases (Ring, Armitage, and Huber 1985; Luck and Falke 1991). 

Cependant ces protéines modifiées montraient aussi une activité réduite.   
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Chapitre 6 : Stratégies de modification des 

propriétés de reconnaissance de lectines et 

CBM à l'aide d'acides aminés non naturels 
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Objectif et Organisation de la modification des lectines 
 Les lectines ont généralement une forte spécificité malgré une affinité faible envers leur 

ligand (de l'ordre du mM ou µM). Les types d'interactions mis en jeu lors de cette reconnaissance 

sont essentiellement des liaisons hydrogènes, des interactions aromatiques - saccharides ainsi que 

d'autres liaisons faibles.  Comme l'organisation spatiale des fonctions hydroxyles définit un sucre, les 

liaisons hydrogènes ainsi que les liaisons de coordination avec un métal portent donc l'essentiel de la 

spécificité de la reconnaissance. Au cours de ce travail de thèse, nous avons cherché à exploiter la 

capacité de ces fonctions hydroxyles à former d'autres types de liaisons plus fortes afin d’augmenter 

l’affinité de lectines. Pour cela deux stratégies ont été employées : i) l'incorporation d'une fonction 

aldéhyde protégée et ii) l'incorporation d'une fonction boronate.  

I. Incorporation d'une fonction aldéhyde 

  Les fonctions hydroxyles peuvent réagir avec une fonction aldéhyde pour former des 

interactions covalentes de type acétal. De plus, les sucres peuvent également porter des fonctions 

amines qui peuvent aussi réagir avec une fonction aldéhyde pour former une fonction imine (Figure 

94). Ces liaisons ainsi formées sont des liaisons covalentes qui, si elles existaient dans un site de 

reconnaissance d’une lectine, pourraient permettre d'augmenter l'affinité des lectines pour des 

ligands sucre. 

 

 

Figure 94: Schéma représentant la réaction entre une fonction aldéhyde incorporée au sein d'une protéine et une fonction 
amine (A) ou des fonctions alcools (B) présentes sur le substrat 

 Cependant, la fonction aldéhyde n'est pas présente parmi les acides aminés classiques et est 

très réactive. Naturellement, il existe des systèmes enzymatiques qui permettent de générer des 

fonctions aldéhydes mais ces modifications sont dépendantes de la présence d'une séquence signal 

(Appel and Bertozzi 2015). Or, ces séquences ne sont pas présentes dans le site de reconnaissance 

des lectines et les incorporer pourrait conduire à une perte de la reconnaissance due à une 

perturbation trop importante du site. Par contre, l'incorporation d'acides aminés non naturels 

portant une telle fonction par le détournement d'un codon stop permet son incorporation à la 

position choisie. 

 Il existe très peu d'acides aminés non naturels portant une fonction aldéhyde. Au début de la 

réalisation de cette thèse, dans la littérature, un seul acide aminé non naturel portant une fonction 

aldéhyde avait été incorporé dans une protéine (Tuley et al. 2014). Cette fonction aldéhyde était 

portée par un cycle aromatique, ce qui la rendait un peu moins réactive et moins électrophile par un 

effet de résonance. Elle n'était donc pas protégée pour éviter une réactivité trop précoce de la 

fonction aldéhyde avec les nombreuses fonctions alcools ou amines présentes dans les cellules. La 

stratégie initiale de notre projet a plutôt été d'introduire une fonction aldéhyde très réactive mais 
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protégée que l'on pourrait déprotéger en présence du ligand cible. Il a donc été imaginé un acide 

aminé non naturel portant une fonction photoactivable. Le travail développé afin de permettre 

l'incorporation de cet acide aminé non naturel sera développé dans le chapitre 6 suivant, partie I. 

Compte tenu du caractère ambitieux mais risqué de cette approche, nous avons développé une 

stratégie alternative.  

 Au cours de ma thèse, Wang et al. ont publié l'incorporation d'un acide aminé non naturel 

portant une fonction aldéhyde protégée par un groupement 4-azidobenzyloxycarbonyl afin 

d'encoder génétiquement la diméthylation de lysines (Figure 95). Nous avons choisi d'exploiter cet 

acide aminé non naturel afin de générer une fonction aldéhyde au sein des lectines cibles. Pour cela 

la dernière réaction de transformation ne doit pas être réalisée (Figure 95). Le travail réalisé afin de 

générer ces lectines modifiées ainsi que leurs caractérisations seront présentées dans le chapitre 6 

suivant, partie II. 

 

Figure 95: Modification de l'AcdK réalisée par Wang et al. afin de générer une diméthyl-lysine (Z. A. Wang et al. 2017). 
 La réduction de l'azoture par le TCEP libère une fonction énamine par un effet de mésomérie. Cette fonction est ensuite 
spontanément hydrolysée dans un milieu aqueux, ce qui génère une fonction aldéhyde. Au cours de l'étude réalisée par 
Wang et al. une amination réductrice conduit à la production d'une lysine diméthylée. Au cours de ce projet de thèse, la 
dernière étape ne sera pas réalisée afin de conserver une fonction aldéhyde. 

 

II.Incorporation d'une fonction boronate 

 Comme nous l'avons vu dans les sections I.3.1 et IV.2.3 du chapitre 5, la fonction boronate 

est capable de former des esters avec les fonctions hydroxyles des sucres. Bien que la formation de 

ces liaisons soit favorisée à un pH plutôt basique (aux alentours de 9), nous avons évalué la possibilité 

d'incorporer ces fonctions au sein de lectines cibles. Ce travail est présenté dans le chapitre 6 

suivant, partie III. 
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I. Incorporation d'une fonction aldéhyde photoactivable 

I.1 Synthèse d'un acide aminé possédant une fonction aldéhyde photoactivable 

 La synthèse d'un acide aminé non naturel portant une fonction aldéhyde masquée 

photoactivable a été imaginée et réalisée par le laboratoire CEISAM (partenaire du projet). La 

méthodologie de synthèse a été décrite dans le chapitre 7, section II.1. Un bilan de synthèse avec les 

meilleurs rendements pour chaque étape est présenté ci-dessous : l’acide aminé portant la fonction 

aldéhyde (composé 6) est d’abord généré selon les étapes indiquées Figure 96. Nous pouvons 

remarquer que les rendements obtenus sont alors très élevés. La chiralité des composés 4 et 5 a pu 

être vérifiée par HPLC chirale et est supérieure à 99%.  

 
Figure 96: Bilan synthèse de l'aldéhyde intermédiaire 

 

La fonction photolabile a ensuite pu être ajoutée à partir de deux composés diols de chiralité 

différence (Figure 97) ce qui a abouti à un mélange de composés syn et anti, avec la conformation 

syn majoritaire (composés 7 et 9, Figure 97). Ces composés syn ont ensuite été purifiés par HPLC et 

les groupements amine et acide carboxylique de la chaîne principale ont été déprotégés (Figure 98). 

Cependant, cette dernière étape de synthèse a abouti à la racémisation du produit au niveau du 

carbone  de l’acide aminé et donc à un mélange d’acides aminés de la série L et D. La mécanistique 

de cette racémisation n’a pas pu être expliquée. A priori, l’aminoacyle-ARNt synthétase devrait 

prendre en charge uniquement l’acide aminé issu de la série L (composés 11 et 13 Figure 98). Afin de 

faciliter la lecture des sections suivantes les mélanges produits ont été appelés 5S-7R-ONpGlu et 5R-

7S-ONpGlu (Figure 98). Cinquante milligrammes du mélange 5S-7R-ONpGlu et cent milligrammes du 

mélange 5R-7S-ONpGlu ont pu être produits.  
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Figure 97 : Ajout du groupement photolabile sur la fonction aldéhyde.  

Deux configurations ont été testées et aboutissent à un mélange de composé anti et syn, le composé syn étant majoritaire. 
  

 

Figure 98 : Dernière étape de synthèse afin de déprotéger les groupements amines et carboxyliques de la chaîne principale 
de l'acide aminé.  

La numérotation commence à partir de la fonction acide carboxylique de la chaîne principale de l'acide aminé, donc 5 
s’applique au carbone de l’acétale et 7 le carbone benzylique 

  Le démasquage de la fonction aldéhyde par irradiation UV des composés 5S-7R-ONpGlu et 

5R-7S-ONpGlu ont été vérifiés à partir des composés protégés 7 et 9 (Figure 98). Un suivi cinétique a 
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donc été réalisé par exposition aux composés à une lumière UV (λ= 330nm) et analyse du composé 

par RMN à différents temps d’exposition. Nous pouvons voir Figure 99 que ce démasquage est assez 

long et ne dépasse pas 80% après plus de 7h d'irradiation pour le composé 5S-7R-ONpGlu et 70% 

après plus de 7h de déprotection pour le composé 5R-7R-ONpGlu. Nous pouvons également 

remarquer que les deux composés ne possèdent pas le même profil de déprotection avec une 

déprotection plus rapide pour le composé 5R-7S-ONpGlu.  

 
Figure 99: Démasquage de la fonction aldéhyde des composés 7 et 9 par irradiation UV (longueur d’onde 330nm)  

Les composés sont à une concentration de 3.6mM dans du Benzène et le suivi a été réalisé par une analyse RMN des 
composés à des points donnés. 

I.2 Choix des protéines cibles 

Afin de choisir différentes protéines cibles à modifier, plusieurs critères ont été considérés.  

 La protéine se produit chez E.coli. Afin de limiter les risques liés à des difficultés d'expression 

des protéines cibles, nous avons choisi de ne considérer que les protéines dont l'expression 

chez E.coli était décrite dans la littérature. 

 L'affinité de la protéine envers son substrat est plutôt faible (ordre du mM ou µM). Afin de 

détecter plus facilement l'effet de notre acide aminé non naturel sur l'affinité de la protéine, 

les protéines cibles envisagées ont des affinités plutôt faibles.  

 La conformation du site de reconnaissance de la protéine permet d'incorporer l'acide aminé 

non naturel à une position qui, a priori, permet son incorporation et son interaction avec le 

substrat. La protéine ciblée doit donc avoir une structure 3D connue. Notre étude est 

rationnelle et l'incorporation de l'acide aminé non naturel sera ciblée. Une étude aléatoire 

du site d'incorporation entraînerait la multiplication des essais et donc une consommation 

plus importante de l'acide aminé non naturel.  

 

 Pour sélectionner des protéines cibles, la base de données PDB a donc été parcourue en 

sélectionnant uniquement les protéines ayant été produites chez E.coli et en cherchant des lectines 

ayant une structure compatible avec l'incorporation de l'ONpGlu. Afin de vérifier ce dernier point, le 

logiciel PyMol a été utilisé. Cependant, la structure de l'ONpGlu n'est pas connue au sein de ce 

dernier. Afin d'éviter une étude assez lourde sur l'encodage de cet acide aminé non naturel au sein 

de PyMol, nous avons décidé de considérer in silico des mutations Glutamate afin de pouvoir 
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appréhender l'interaction entre la fonction aldéhyde l'ONpGlu déprotégé et le ligand cible. En effet, 

une fois déprotégé l'acide aminé OnpGlu est très proche de l'acide aminé Glutamate, ne se 

différenciant que par la fonction aldéhyde au lieu d'une fonction acide carboxylique (Figure 100). Le 

site de reconnaissance considéré doit cependant être assez large pour permettre l'incorporation de 

l'ONpGlu qui est assez volumineux avant déprotection (Figure 100). Pour cela, le site de 

reconnaissance est inspecté visuellement dans PyMol puis, la fonction "Mutagenesis" est utilisée afin 

de visualiser une mutation glutamate au site d'incorporation envisagé.  

 

 
Figure 100: Comparaison des structures de l’ONpGlu et de l’acide glutamique 

Trois protéines ont donc été sélectionnées selon ces critères : AAL-S2, CBM32 et CBM40.  

I.2.1 Protéine cible n°1 : AAL-S2 

 La lectine issue de Aleuria aurantia est une protéine présentant une multivalence grâce à une 

répétition de polypeptide en tandem (Chapitre 5, section I.1.2) et dont un fragment monovalent a 

été produit chez E.coli (AAL-S2) (Olausson et al. 2011). Cette lectine monovalente reconnaît le fucose 

avec une affinité de 6,6µM (Olausson et al. 2011). Si l'incorporation de l'ONpGlu permet d'améliorer 

l'affinité sur un site de reconnaissance de la lectine, la mutation devrait pouvoir être transférée à 

chacun des 5 sites de reconnaissance d'AAL car ces sites de reconnaissance sont structurellement 

très proches. Le site d'incorporation choisi est le Glutamate 89 (en rouge sur la Figure 101). En effet, 

celui-ci interagit déjà avec les fonctions hydroxyles O3 et O4 du fucose et semble donc correctement 

positionné pour permettre une réaction de condensation entre l'aldéhyde de l’ONpGlu déprotégé et 

les même fonctions hydroxyles du fucose (Figure 101). Cependant, nous ne connaissons pas la 

distance optimale entre ces fonctions et la fonction aldéhyde. Dans un premier temps, nous avons 

plutôt considéré qu'il faudrait éviter une gêne stérique entre la fonction aldéhyde et les fonctions 

hydroxyles, bien que leur condensation entraîne une baisse de cette distance et donc un 

rapprochement du ligand.  
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Figure 101: Site de reconnaissance de AAL-S2 (PDB: 1OFZ), 

La distance entre les hydroxyles O3 et O4 du fucose et la fonction carboxylique de l’ONpGlu sur PyMol et est indiqué en 
pointillé jaune en angström.  

 Une expérience d'alanine scanning in silico a été réalisée afin de vérifier le potentiel impact 

d’une mutation à cette position. La fonction "alanine scanning" de l'outil FoldX du logiciel YASARA 

permet alors de rapidement tester l'impact de la mutation d'un résidu pour la structure de la 

protéine  (Van Durme et al. 2011). Pour cela, le logiciel calcul la différence d'énergie pour chaque 

mutation. Cette étude ne prend cependant pas en compte la flexibilité ou le mouvement des chaînes 

latérales des résidus voisins, et comme suggéré dans la publication de Durme et al. l'étude peut être 

plus poussée par l'utilisation de la fonction "mutate residue" (Van Durme et al. 2011). Nous nous 

sommes cependant contentés pour cette analyse de la fonction "alanine scanning" qui fournit un 

score pour chaque mutation en kcal/mol. Plus la valeur de ce score est élevée, plus la mutation a un 

risque de modifier la structure de la protéine (Figure 102). Ainsi si un score sort de la norme par 

rapport aux valeurs calculées, cela signifie qu'il y a un risque que la mutation à cette position 

engendre des changements structuraux trop importants. 

 
Figure 102: Extrait de résultat d'un alanine scanning sur la protéine AAL-S2 
Analyse réalisée à l'aide du logiciel YASARA et du plugins FoldX. 
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 Avec une valeur de 2,29kcal/mol, l'analyse de l'alanine scanning in silico n'a pas mis en 

évidence de problématique particulière à la position envisagée. En effet, cette valeur ne sort pas de 

la norme des valeurs calculées pour les différentes positions (Figure 102). La mutagénèse de la 

protéine AAL-S2 a donc été réalisée afin de générer un codon stop TAG à la place du Glutamate 89.  

I.2.2 Protéine cible n°2 : CBM32-DD2 

 Le domaine DD2 du Carbohydrate Binding Module 32 (CBM32), issu de la bactérie 

Paenibacillus sp. IK-5 a été précédemment exprimé chez E.coli (Shinya et al. 2016). Ce domaine 

reconnaît le chitosane avec une affinité de 84µM (Shinya et al. 2016), et l'incorporation de l'ONpGlu 

à la position E14 semble permettre son interaction avec  la fonction amine du chitosan (Figure 103 à 

gauche). De plus, il est décrit dans la littérature que la mutation Y36E permettrait une interaction 

entre le glutamate et la fonction amine (Shinya et al. 2016). En effet, l'homologue CBM32-DD1 

possède naturellement cette mutation Y36E. Cette protéine permettrait donc de tester deux 

positions d'incorporation ce qui pourrait favoriser le succès de la stratégie employée. Une expérience 

d'alanine scanning in silico a donc également été réalisée afin de vérifier l'impact de la mutagénèse 

envisagée à ces positions ciblées. Cette rapide expérience n'a pas soulevé de problématique 

particulière obtenant des valeurs de 0,13 kcal/mol pour la position E14 et 1,26 kcal/mol pour la 

position Y36. La mutagénèse de la protéine a donc été réalisée afin de générer un codon stop TAG à 

la place du Glutamate 14 et de la Tyrosine 36. Un mutant Y36E a également été réalisé afin de 

pouvoir vérifier que la modification potentielle de l'affinité serait bien due à la présence de la 

fonction aldéhyde et non à la mutation de la Tyrosine. En effet, comme nous l'avons vu 

précédemment l'acide aminé ONpGlu déprotégé est très proche structurellement du glutamate (I.1).  

 
Figure 103: Site reconnaissance du CBM32-DD2 issu de Paenibacillus sp. IK-5 (PDB 4ZZ8). 

A gauche nous pouvons voir en rouge la position E14 en rouge, ainsi que la distance entre la fonction amine du chitosane et 
la fonction acide carboxilique de l’acide aminé E14 en angström. A droite, nous pouvons voir la position Y36 représentée en 
rouge. Images réalisées dans PyMol 

 

I.2.3 Protéine cible n°3 : CBM40  

Le Carbohydrate Binding Module 40 (CBM40) issu de S. pneumoniae est une protéine qui est déjà 

utilisée au laboratoire dans le cadre d’un projet sur le développement d’inhibiteurs. Son expression 

chez E.coli est donc déjà maîtrisée par le laboratoire. De plus, le CBM40 reconnait le sialyl-lactose 
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avec une affinité faible d’environ 2µM, et le positionnement de l’ONpGlu au sein de son site actif à la 

place de la Phénylalanine 48 pourrait permettre l’interaction entre la fonction aldéhyde et les 

fonctions cis-diols de l’acide sialique (Figure 104). 

 
Figure 104: Site actif du CBM40 issus de NanA de Streptococcus pneumoniae, (PDB:4C1W) 

La position F48 a été mutée en acide glutamique et a été représenté en rouge sur la figure. Image réalisée dans PyMOL 

 

La position choisie nécessite une flexibilité de la protéine et du ligand par rapport à la 

configuration de la structure 3D cristallographique mais le risque est relativement faible, étant donné 

que contrairement aux autres protéines cibles, le gène est déjà disponible et l'expression de la 

protéine est maitrisée au sein du laboratoire. L'expérience d'alanine scanning n'a d'ailleurs pas été 

réalisée pour cette protéine cible étant donné que ce risque était amoindri. La mutagénèse de la 

protéine CBM40 a donc été réalisée afin de générer un codon stop TAG à la place de la phénylalanine 

48. 

 

I.3 Mise au point d'une méthode de sélection 

I.3.1 Test de pénétration de l'ONpGlu au sein des cellules BL21(DE3) 

 Le mode de transport d'un acide aminé non naturel original n'est pas connu et il est 

important de vérifier que celui-ci peut entrer dans la bactérie. Son entrée a donc été vérifiée par 

CCM grâce à la méthode décrite chapitre 7, section I.4.1. 

 L'ONpGlu semble entrer au sein de la bactérie (migration G Figure 105). Cependant, on peut 

remarquer l'apparition d'un spot orange supplémentaire lorsque l'ONpGlu est mis au contact de 

bactérie (encadré en noir migration E, F, G Figure 105). Ce spot semble indiquer que l'ONpGlu est en 

partie modifié par les bactéries. Il pourrait s'agir d'une déprotection partielle. Un contrôle a été 

réalisé avec de la Propargyl-Lysine car nous savons que celle-ci rentre dans les bactéries. Nous ne 

pouvons cependant pas clairement voir de spot sur cette CCM (Migration D, Figure 105). 

Comparativement, l'ONpGlu semble donc rentrer de façon plus importante dans les bactéries.  
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Figure 105: Vérification de l'entrée de l'ONpGlu au sein des bactéries. 

A: Surnageant bactérien sans acide aminé, B: Lysat bactérien sans acide aminé, C: Surnageant bactérien avec PrK (cadrant 
vert), D: Lysat bactérien avec PrK, E: Surnageant bactérien avec ONpGlu (cadrant rouge) sans excitation pour mesure de 
fluorescence et contaminant visible (cadrant noir), F: Surnageant bactérien avec ONpGlu avec mesure de fluorescence au 
TECAN, G: Lysat bactérien avec ONpGlu, H: PrK 10mM, I: ONpGlu 10mM 

 

Le composé ONpGlu semble rentrer dans la bactérie mais cette expérience a mis en lumière un 

problème de modification du substrat. A ce jour cependant, ce composé n'a pas été analysé pour 

déterminer son identité. 

I.3.2 Pré-sélection des mutants de la synthètase par une méthode de bioinformatique 

 Afin de modifier les capacités de reconnaissance des lectines par l'incorporation de l'ONpGlu, 

la méthode d'incorporation site spécifique d’acide aminé non naturel (Chapitre 1, section IV.3) doit 

être utilisée. Pour cela, une aaRS doit permettre le transfert de l'acide aminé sur l'ARNt orthogonal. 

Cependant, comme il s'agit d'un acide aminé non naturel original, l'aaRS permettant ce transfert 

n'est pas connue. Une stratégie rationnelle a été envisagée et des mutations ont été prédites par une 

analyse de bioinformatique réalisée par Johann Hendrickx (ingénieur d'étude au sein du laboratoire) 

(Chapitre 7, section I.3). Cinq points de mutations avec des mutations préférentielles ont donc été 

prédits (Y384F, Y306F, N346A/G, C348A/G, W417C/N/A). Les différentes combinaisons des mutations 

à ces positions ont été classées à l'aide d'un score déterminé grâce au logiciel Rosetta Couples 

Moves. Plus le score est élevé, plus la probabilité que le mutant puisse prendre en charge l'acide 

aminé non naturel est grande. Cette expérience a été réalisée pour les deux stéréoisomères de 

l'ONpGlu disponibles. Les différents mutants sont présentés dans la Figure 106 et les mutants ayant 

les scores les plus élevés ont été construits par des expériences successives de mutagénèse dirigée 

afin de pouvoir être testés pour l'incorporation de l'ONpGlu.  
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Figure 106: Présentation des différents mutants de l'aaRS issus de l'analyse bioinformatique 

Ces mutants sont classés grâce à une fonction de score permettant de prédire quels sont les mutants les plus favorbables à 
la prise en charge de l’ONpGlu 

I.3.3 Sélection expérimentale 

I.3.3.1 Constructions génétiques pour la sélection 

 Le plasmide pEVOL originellement utilisé dans cette thèse pour l'incorporation d'acide aminé 

non naturel porte deux copies de l'aaRS. Cependant, lors de la mutagénèse dirigée permettant la 

génération des mutants la présence de deux copies est une complication supplémentaire. Nous 

avons alors enlevé la copie de l'aaRS inductible par le promoteur constitutif et n'avons pas observé 

de différence significative du taux d'incorporation de la Propargyl-Lysine (données non montrées). Ce 

plasmide pEVOL-1copie a donc été utilisé pour la génération et la sélection des différents mutants 

prédits par l'analyse bioinformatique (I.3.2). Ce plasmide est présenté en Annexe 2 et 3.  

 Comme nous l'avons vu précédemment (Chapitre 1, section IV.3.3.1), plusieurs méthodes de 

sélection existent pour sélectionner les mutants efficaces pour l'incorporation d'un nouvel acide 

aminé non naturel. Nous avons choisi de développer une méthode basée sur la production d'une 

protéine fluorescente. En effet, ce crible est moins strict qu'une méthode basée sur la survie 

bactérienne et il y a moins de phénomènes d'échappement génétique dus à des mutations 

auxiliaires. De plus, cela peut permettre une sélection quantitative par la comparaison de l'efficacité 

de différents mutants par analyse de l'intensité de fluorescence produite. Nous avons donc cloné le 

gène de la GFP en aval de la mPsaA (car nous savons que cette protéine se produit bien et accepte 

facilement les mutations avec des NAA) au sein du plasmide pET24d et ainsi généré le plasmide 

pET24d-mPsaA-GFP, puis nous avons généré un codon stop à la position K193 au sein de la mPsaA 

(plasmide pET24d-mPsaA-K193-GFP). Comme la sélection par une méthode basée sur la fluorescence 

est moins stricte, nous avons également généré un plasmide où deux codons stops TAG ont été 
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incorporés au sein de la mPsaA en position K105 et K193 (pET24d-mPsaA-K105-K193-GFP) pour 

pouvoir tester des conditions plus strictes.  

 Lors de l'utilisation de ces constructions plusieurs cas de figures peuvent se présenter et sont 

répertoriés dans le Tableau 25. La sélection sera effectuée en présence et en absence de l'acide 

aminé non naturel. Afin de sélectionner un mutant efficace et spécifique, une fluorescence doit être 

visible uniquement lorsque l'acide aminé non naturel est présent. En effet, si une fluorescence 

apparaît en l'absence de l'acide aminé non naturel, cela signifie qu'une incorporation erronée d'un 

acide aminé naturel a eu lieu au niveau du codon stop permettant la production de la protéine GFP 

fluorescente. Ce phénomène devrait cependant être assez rare, et la construction portant deux 

codons stops TAG permet d'augmenter la rigueur de la sélection.  

Tableau 25: Résultats possibles lors de la sélection d'aaRS avec notre méthode de sélection 

Mutants aaRS Croissance sans NAA  Croissance en 

présence de NAA  

Sélection  Caractéristiques  

Mutant 1 GFP GFP Non Mutant aspécifique 

Mutant 2 
Pas de fluorescence 

GFP 

Pas de fluorescence 

GFP 
Non Mutant inefficace 

Mutant 3 
Pas de fluorescence 

GFP 
GFP Oui Mutant sélectif et efficace 

Etc … 
Pas de fluorescence 

GFP 
Faible signal GFP Oui 

Mutant sélectif mais peu 

efficace 

  

 Avant de passer à des sélections des différents mutants pour l'incorporation de l'ONpGlu, les 

conditions de sélection sont tout d'abord testées. Pour cela, des expériences en milieu solide et 

liquide sont réalisées sur la synthétase sauvage pour l'incorporation de la Propargyl-Lysine, NAA dont 

nous maîtrisons déjà l’incorporation dans une protéine. 

I.3.3.2 Validation de la méthode de sélection sur milieu solide 

 Lorsque des librairies larges de mutants sont testées, il est important d'avoir un crible 

efficace. La sélection en milieu solide peut être une solution efficace. Nous avons donc testé 

différentes conditions pour l'incorporation de la Propargyl-Lysine. Les constructions pET24d-mPsaA 

et pET24d-mPsaA-GFP ont été utilisées en tant que contrôle négatif et positif de fluorescence, et les 

plasmides pET24d-mPsaA-K193-GFP et pET24d-mPsaA-K105-K193-GFP ont été utilisés en tant que 

test de l'efficacité de la sélection, avec comme modèle l'incorporation de la Propargyl-Lysine. Toutes 

ces constructions ont été respectivement co-transformées avec le plasmide pEVOL dans une souche 

BL21(DE3) puis utilisées lors des expériences de sélections modèles.  

  Nous n'avons pas trouvé de conditions permettant une sélection efficace sur milieu LB agar 

(données non montrées). Cependant, des boîtes de pétri ont été préparées à partir de milieu 

autoinductif, et la sélection a pu y être démontrée efficace (Figure 107). En effet, les spots bactériens 

correspondant à la culture BL21(DE3) cotransformée avec les plasmides pET24-mPsaA-K193-GFP + 

pEVOL sont fluorescents uniquement en présence de la Propargyl-Lysine (colonne 3 Figure 107B). De 

plus, la quantité de Propargyl-Lysine utilisée est assez limitée puisque nous l'avons ajoutée par 

adsorption de 300µL à 100mM, plutôt que directement dans le milieu AIM-agar, diminuant ainsi sa 

quantité d'environ 83% par rapport à si nous l’avions incorporée dans le gel avant de le couler. En 

effet, la quantité d'acide aminé non naturel est souvent un paramètre limitant à cause des difficultés 
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de synthèse qui peuvent être rencontrées. Cependant, la sélection plus stricte avec deux codons 

stops (pET24-mPsaA-K105-K193-GFP) n'a pas été efficace. Les conditions ne sont pas très propices à 

l'incorporation d'acide aminé au sein de plusieurs sites comme nous avons pu le tester dans l’autre 

partie de cette thèse (chapitre 3, section III) mais nous n’avions pas encore ces informations ni les 

outils nécessaires pour l’incorporation multiple au moment où nous avons réalisé ces tests.  

 
Figure 107: Sélection test sur milieu solide autoinductif. 

Les cultures bactériennes des différentes souches: contrôle négatif (mPsaA, colonne 1), contrôles positif (mPsaA-GFP, 
colonne 2),  et de test de sélection plus ou moins strictes (K193-GFP, et K105-K193-GFP, colonne 3 et 4 respectivement) ont 
été déposées sur boite AIM+antibiotique (figure A ayant subi une absorption d'arabinose) ou sur une boite 
AIM+antibiotiques ayant subi une absorption d'arabinose et de PrK (figure B). 

 

I.3.3.3 Validation de la méthode de sélection sur milieu liquide 

 Nous avons donc réussi à déterminer des conditions pour réaliser la sélection en milieu 

solide. Cependant, malgré l’intérêt de cette technique pour cribler de très nombreux clones, la 

quantité d'acide aminé non naturel utilisé est toujours assez importante. De plus, cette sélection 

n'est pas quantitative. Nous avons donc cherché à développer une méthode de sélection en milieu 

liquide, toujours en utilisant la PrK comme NAA modèle, au sein de plaques 96 puits afin de baisser 

les volumes de culture. Le signal de fluorescence issu de la production de la protéine de fusion 

complète mPsa-GFP grâce à l'incorporation de la PrK est généralement plus faible car la production 

de la protéine contenant la PrK est moindre. Nous avons donc essayé d'augmenter les concentrations 

de NAA afin d'augmenter le signal par rapport au bruit de fond (Figure 108). Comme nous pouvons le 

voir sur la Figure 108, augmenter la concentration de PrK par 10 permet d'avoir un signal équivalent 

à la protéine sauvage. De plus, augmenter la concentration de la PrK par 2 suffit à avoir un signal 

environ 10 fois supérieur au bruit de fond.  
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Figure 108: Test de différentes concentrations de la Propargyl-Lysine afin de déterminer des conditions de sélection en 

plaque 96 puits. 
Les cultures GFP et mPsaA sont respectivement des contrôles positifs et négatifs. La culture de BL21(DE3) ayant été 
transformée avec les plasmides pEVOL-1copie et pET24d-K193-GFP (abrégé ici K193-GFP) ont été mis en cultures en milieu 
autoinductif avec des concentrations variables de PrK sur 24h afin de tester différentes conditions d'expression pour 
déterminer des conditions de sélection les plus efficace. 

 

I.3.3.4 Test des différents mutants de l'aaRS afin d'incorporer l'ONpGlu 

 La mise au point de la méthode de sélection en milieu solide et en milieu liquide a été 

réalisée en parallèle de l'analyse bioinformatique. Le choix de la méthode employée dépend de la 

quantité de clones à tester. L'analyse bioinformatique a fourni une liste de mutants classés par une 

fonction de score qui reflète la stabilisation du ligand au sein du site actif et donc la probabilité que le 

mutant soit efficace pour l'incorporation de l'ONpGlu (section I.3.2). Cette analyse a été fournie pour 

les deux diastéréoisomères (5R-7S-ONpGlu et 5S-7R-ONpGlu) fournis par la synthèse chimique 

(section I.1).  La quantité d'acide aminé fourni est assez faible (80 mg du mélange 5R-7S-ONpGlu et 

30 mg du mélange 5S-7R-ONpGlu) à cause des difficultés de synthèse rencontrées (données non 

montrées). Nous avons donc choisi d'avoir une approche très rationnelle et nous avons testé dans un 

premier temps les 12 mutants ayant les scores les plus élevés pour le 5R-7S-ONpGlu et les 6 premiers 

mutants pour le 7R-5S-ONpGlu en milieu liquide grâce à des cultures en plaques 96 puits.  

 Ces sélections n'ont malheureusement pas permis de mettre en évidence un mutant capable 

d'incorporer l'ONpGlu. En effet, comme nous pouvons le voir Figure 109 le niveau de fluorescence 

obtenu à la suite de la culture en milieu contenant l'ONpGlu est négligeable et équivalente au bruit 

de fond malgré une concentration de 5mM de l'ONpGlu dans le milieu (en tenant compte de la 

pureté du mélange I.1). Le mutant FAGFN a un niveau de fluorescence légèrement supérieur aux 

niveaux obtenus avec les autres mutants mais une analyse complémentaire d'un extrait brut de 

production par WesternBlot n'a pas permis de détecter la présence de la protéine mPsaA-GFP ayant 

incorporé l'acide aminé non naturel en position K193 (données non montrées). 
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Figure 109: Extrait de données de sélections des différents mutants prédits par l'analyse bioinformatique pour 
l'incorporation de l'ONpGlu 

 Il est possible que notre stratégie de sélection ait été trop ciblée et que des mutations clés 

n'aient donc pas été testées. En effet, l'étude bioinformatique réalisée présente certaines limitations. 

Elle ne tient notamment pas compte de mutations trop éloignées du site ou allostériques, et ne 

considère que les mutations sens et exclue donc les mutations d'insertion et de délétion. L'analyse ne 

permet pas non plus de modéliser des étapes chimiques d'une réaction enzymatique ou la présence 

d'eau au niveau du site actif. Nous avons considéré que la position de la fonction carboxylate qui 

intervient dans la réaction enzymatique devait être conservée mais l'encodage de cette condition 

s'est réalisé grâce à des distances intermoléculaires au niveau du site actif qui sont donc 

dépendantes de la flexibilité de celui-ci. De plus, la grande flexibilité de l'ONpGlu a compliqué l'étude.  

 L'incorporation de l'ONpGlu (5S-7R), a pu également être testée au cours d'un Workshop 

réalisé en Oregon sur l'expansion génétique. Il a été testé également à l'aide d'une méthode de 

sélection par fluorescence en milieu liquide sur une centaine de synthétase (une plaque 96 puits). 

Cependant, aucun mutant n'a généré l'apparition de fluorescence spécifique à l'ONpGlu (données 

non montrées). Le choix des synthétases testées au cours de ce workshop n'a cependant pas pu être 

clairement identifié, si ce n'est que ce sont des synthétases mutantes généralement assez 

permissives habituellement utilisées par le laboratoire d'accueil du workshop pour tester 

l'incorporation de nouveaux acides aminés non naturels.  

II. Incorporation d'une fonction aldéhyde protégée 
 Afin de poursuivre les travaux de modification des capacités de reconnaissance des lectines 

par l'utilisation d'un acide aminé non naturel, nous avons donc changé de stratégie (section suivante 

II). En effet, l'incorporation d'un acide aminé non naturel (le Nε-(4-azidobenzoxycarbonyl)-δ,ε-

dehydrolysine, appelé AcdK) portant une fonction aldéhyde protégée a été décrite dans les travaux 

de Wang et al. (Z. A. Wang et al. 2017) après le début de ma thèse, indiquant notamment la nature 

des éléments orthogonaux (aaRS et ARNt) permettant cette incorporation.  

 Cet acide aminé non naturel, une fois déprotégé, est structurellement proche de l'ONpGlu 

déprotégé que nous souhaitions incorporer (Figure 110). En effet, après déprotection par action du 

réducteur TCEP suivi d'une hydrolyse spontanée, l'AcdK possède également une fonction aldéhyde 

avec une chaîne latérale alkyle constituée de 5 atomes de carbones au lieu de 4 pour l'ONpGlu. 
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Cependant, comme nous l'avons mentionné dans la section portant sur le choix des protéines cibles 

(section I.2), nous ne connaissons par la distance idéale pour une réactivité optimale entre la 

fonction aldéhyde et les fonctions hydroxyles ou la fonction amine portées par le ligand.  La 

possibilité d'étendre la chaîne latérale de l'ONpGlu lors de sa synthèse avait d'ailleurs été envisagée 

lors de la construction de ce projet de thèse. Néanmoins cette étape n'avait pas pu être réalisée par 

manque de temps. Nous avons donc considéré l’acide aminé non naturel AcdK comme une bonne 

alternative pour poursuivre les travaux de modification des lectines cibles. Nous avons d'ailleurs 

cherché à l'incorporer au sein des cibles présélectionnées pour l'ONpGlu (sections suivantes II.2). 

 

Figure 110: Comparaison des structures de l'ONpGlu et de l'AcdK avant et après déprotection par réduction grâce aux UV 
pour ONpGlu ou au TCEP pour AcdK. 

II.1 Synthèse d'un acide aminé non naturel portant une fonction aldéhyde protégée 

 La synthèse de l'AcdK a donc été décrite au sein de la publication réalisée par Wang et al. (Z. 

A. Wang et al. 2017) et sa mise au point a été réalisée au sein du laboratoire du CEISAM par un post-

doctorant (Antoine Richieu), puis a été montée en échelle au sein de l'UFIP par un stagiaire M1 

(Denis Cadet) sous la supervision de Cyrille Grandjean. Environ deux grammes d'AcdK ont donc pu 

être produits et utilisés pour des tests d'incorporation. Le produit est pur à 80%, et nous avons 

considéré que l'aaRS ne devrait sélectionner que l'AcdK introduite au sein du milieu.  

II.2 Incorporation de l'AcdK au sein des protéines cibles 

II.2.1 Production des protéines sauvages et vérification de leur résistance à la 

lyophilisation et au traitement de déprotection 

 L'expression des différentes protéines sauvages a été testée. L'expression de AAL-S2 n'a 

cependant pas été concluante en milieu autoinductif et seulement un niveau très faible d'expression 

a été observé en milieu LB (données non montrées). Par contre l'expression des protéines sauvages 

et mutants Glutamate de CBM40 et CBM32 a été concluante en milieu autoinductif (données non 

montrées). Le stockage des protéines à -80°C après lyophilisation ainsi que leur résistance à une 

incubation prolongée avec le TCEP ont été vérifiées par dichroïsme circulaire. En effet, le TCEP est 

utilisé à 5mM durant une incubation de deux heures à température ambiante afin de déprotéger la 

fonction aldéhyde. Cependant en tant qu'agent réducteur fort celui-ci pourrait perturber la structure 

protéique. Le dichroïsme circulaire est une méthode d'analyse rapide et non destructrice qui permet 

de vérifier l'intégrité des structures secondaires (feuillets β et hélices α). En effet, celles-ci ont des 

profils asymétriques et donc absorbent la lumière polarisée de manière différentielle.   
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 Le signal de dichroïsme circulaire reste stable avant et après traitement des protéines par le 

TCEP, les structures des protéines CBM40 et CBM32-DD2 ne semblent pas être altérées par ce 

traitement de déprotection ou par la lyophilisation (Figure 111 et Figure 112).  

 

Figure 111: Profils de dichroïsme circulaire montrant la résistance des protéines CBM40 et CBM32(DD2) au traitement par le 
TCEP  

 

Figure 112: Profils de dichroïsme circulaire montrant la résistance des protéines CBM40 et CBM32(DD2) à la conservation 
par lyophilisation 

II.2.2 Incorporation de l'AcdK au sein des protéines cibles et preuve de la déprotection 

 Afin d'incorporer l'AcdK, la synthétase de M. mazei doit porter les mutations L309T, C348G et 

Y384F qui permettent sa prise en charge. Ces mutations ont donc été réalisées par mutagenèse 
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dirigée sur le plasmide pEVOL-1copie. Ce plasmide a ensuite été co-transformé au sein de la souche 

d'expression BL21(DE3) avec l’un des plasmides portant les gènes des différentes protéines cibles 

ayant des mutations TAG au niveau du site d'incorporation choisi.  

 L'expression des différents mutants a donc été réalisée dans les conditions décrites dans la 

section II.3 (Chapitre 7). Nous avons noté que l'ajout de l'AcdK dans le milieu engendrait un précipité, 

et après quelques tests rapides de dissolution celui-ci semble précipiter à pH neutre (données non 

montrées). Cependant, après échange avec les auteurs de la publication de Wang et al. (Z. A. Wang 

et al. 2017), il s’avère qu’un ajout goutte à goutte sous agitation à suffit à réduire ce précipité et 

l'acide aminé non naturel semble être correctement dissout. Cependant, les concentrations 

employées ne dépassent pas 0,5 mM. En effet, différentes concentrations d'AcdK ont été testées 

pour l'incorporation de l'AcdK au sein de la protéine K193-GFP mais l'utilisation de l'AcdK à 1 mM ne 

permet pas un meilleur taux d'incorporation (Figure 113). La production de la protéine ayant 

incorporée l’AcdK reste toujours très inférieure à la protéine sauvage (Figure 113). Cependant, 

comparativement à l’incorporation de la PrK au sein de la protéine à la même concentration 

(0,5mM), l’efficacité d’incorporation semble similaire (Figure 113). 

 

Figure 113: Test de conditions pour l'incorporation de l'AcdK 
L'incorporation a été testée dans la protéine mPsaA-K193-GFP portée par le plasmide d’expression cotransformé avec le 
plasmide pEVOL-AcdK et aux contrôles (protéine mPsaA-GFP sauvage (GFP), le double transformant cultivé en absence (neg 
PrK) ou en présence (+PrK) de 0,5mM de PrK. 

 L'incorporation effective de l'AcdK au sein des protéines CBM40-F48TAG, CBM32-DD2-

E14TAG et CBM32-DD2-Y36TAG a été testée et vérifiée par une analyse en SDS-PAGE ou en 

WesternBlot. Comme nous pouvons le voir sur la Figure 114, la production de protéine complète 

spécifiquement en présence de l'AcdK indique une incorporation correcte de celle-ci au sein de nos 

protéines cibles.  
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Figure 114: Vérification de l’incorporation de l'AcdK au sein des protéines (A) CBM40 par western blot et (B) CBM32-DD2 par 

SDS PAGE ;  
L’incorporation de l’AcdK a été testée au niveau des positions F48 pour le CBM40, et E14 et Y36 pour le CBM32. Pour cela, 
les cultures ont été réalisées en milieu autoinductif auquel a été ajouté l’arabinose à une concentration de 0,2% final ainsi 
que l’AcdK goutte à goutte jusqu’à dissolution complète à une concentration de 0,5mM final. Les cultures ont été incubées 
24h à 37°C ou 20°C (pour une des conditions du CBM40). Pour le CBM40 (figure A), 10µL de culture a été déposé sur gel qui a 
été analysé en Westernblot (anticorps anti étiquette histidine). Pour le CBM32 (figure B), les différentes cultures ont été 
purifiées sur billes de nickel afin d’être déposé sur gel d’acrylamide 12% qui a été coloré au bleu de Coomassie. 

 

 Ces protéines ont par la suite été purifiées sur colonne de nickel grâce à leur étiquette-

histidine avant d'être utilisées pour des tests d'affinités (II.3).  

II.3 Test d'affinité des lectines cibles  

II.3.1 Biotinylation des ligands (sialyl-lactose pour CBM40 et chitosane pour 

CBM32) 

 Afin de pouvoir mesurer l'affinité entre les protéines modifiées avec AcdK et leurs ligands 

respectifs, plusieurs méthodes peuvent être utilisées au sein du laboratoire : du titrage 

calorimétrique isotherme (ITC), ou du Bio-layer interferometry (BLItz®). La méthode ITC est une 

méthode basée sur la mesure du dégagement de chaleur libéré lorsque le ligand se lie à la protéine 

réceptrice. Cette méthode est précise et permet d'accéder à des informations thermodynamiques de 

la liaison. Cependant, les affinités de nos protéines pour leurs ligands sont assez faibles et les 

conditions permettant de mesurer celles-ci par ITC n'ont donc pas pu être déterminées malgré 

plusieurs essais (données non montrées). La méthode BLItz® est une méthode qui permet de trouver 

rapidement des constantes d'affinités même si les valeurs obtenues sont moins précises que des 

mesures réalisées par ITC ou par Biacore. Elle est basée sur la mesure du déphasage de l'onde 

lumineuse (Δλ) issue de la nature de l'échantillon traversé par la lumière (en haut de la Figure 115). 

Lorsque la protéine sera en interaction avec le ligand fixé, il y aura alors un fort déphasage de la 

lumière. Au cours de la mesure, le ligand fixé à l’extrémité d’une fibre optique est mis au contact 

d'une solution contenant la protéine à tester afin de mesurer la phase d'association de celle-ci avec 

le ligand, puis la fibre optique avec le ligand fixé est ensuite transférée dans une solution ne 
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contenant plus cette protéine afin d'observer la phase de dissociation (bas de la Figure 115). Une 

constante d'affinité peut alors être calculée à partir de ces deux phases.  

 

Figure 115: Principe de la mesure d'affinité par méthode Biolayer Light Interferometry (BLItz®) 
Image reproduite à partir du site commercial de FortéBio 

 

 Afin de réaliser des mesures d'affinité par la méthode BLItz®, nous avons biotinylé les ligands 

afin de pouvoir les fixer sur des fibres optiques couvertes de streptavidines commerciales (méthode 

décrite chapitre 7, section II.3.8).  Lors de la biotinylation des ligands, la biotine a été ajoutée en 

excès. En effet, les ligands non biotinylés ne pourront pas se lier à la streptavidine présente sur les 

fibres optiques et donc ne perturberont pas les mesures. Par contre, un excès de biotine pourrait 

réduire la fixation du ligand sur cette fibre optique et donc réduire la précision du signal. L’excès de 

biotine a donc été éliminé par le passage des échantillons sur des membranes en microfibres 

de Quartz lavées alternativement avec de l’acétonitrile ou de l’eau (chapitre 7, section II.3.8).  La 

biotinylation des ligands a été vérifiée par chromatographie sur couche mince et la différence de 

migration pour les échantillons 3'SL et 6'SL avant et après biotinylation semble indiquer une correcte 

biotinylation (Figure 116A). De plus, pour ces échantillons biotinylés, il n'y a pas de biotine résiduelle 

détectée par CCM. Pour le chitosan (DP6, poids moléculaire d'environ 2 kDa), la migration sur CCM 

est moins nette, mais il semble y avoir une différence du profil de migration avant et après 

biotinylation. Cependant, deux purifications successives ont été nécessaires afin d'éliminer 

efficacement l'excès de biotine (Figure 116B). 
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Figure 116: Vérification de la biotinylation des ligands (A) 3'Sialyl-lactose (3'SL), et 6'Sialyl-lactose (6'SL) et (B) du chitosan 

par chromatographie sur couche mince. 
Les échantillons avant (-) et après biotinylation (+) ont été déposés sur CCM. Afin d’éliminer la biotine excédentaire (en jaune 
sur les CCM) des étapes de purification sur une membrane de microfibre de quartz a été réalisée. Les solvants de migration 
pour les CCM figure A et figure B2 et B3 sont acide acétique/butanol/eau en proportion (2/5/2) avec une révélation à la 
vanilline. Pour la figure B1 permettant l’analyse du chitosane biotinylé, les solvants de migration sont ammoniaque/acétate 
d’éthyle/eau en proportion (5/5/2) suivi d’une révélation à l’orcinol.   

II.3.2 Mesures d'affinité 

 Les affinités des différentes protéines avec leurs ligands respectifs ont donc été mesurées à 

l'aide du BLItz® selon la méthode décrite chapitre 7, section II.3.8. Dans un premier temps, l'affinité 

des protéines sauvages CBM40 et CBM32-DD2 ont été mesurées pour plusieurs concentrations 

protéiques afin d'obtenir des constantes d'affinités fiables (données non montrées). Cependant, lors 

du test des différents mutants, la quantité de protéine ayant incorporé l'AcdK étant très limitée, nous 

n'avons pu tester qu'une seule concentration protéique. Les constantes de dissociation ne sont alors 

pas fiables avec un écart type calculé de l'ordre de la valeur du Kd calculé (données non montrées). 

Nous discuterons donc seulement des courbes des différents mutants entre eux, sachant qu'elles ont 

été mesurées à une concentration protéique donnée identique pour chaque mutant.  

II.3.2.1 Mesures d'affinité : cible CBM32-DD2 

 Les protéines CBM32-DD2 ayant incorporé l'AcdK aux positions E14 ou Y36 ont été produites 

à une concentration de 0,15 mg/mL soit 5,86 µM. Les courbes d'associations et de dissociation des 

protéines ont donc été mesurées à 5,86 µM pour tous les mutants. Les échantillons sont purs (Figure 

114) et les concentrations protéiques ont été mesurées par absorption à 280 nm avec un Nanodrop. 

Afin de limiter les interactions non spécifiques au cours des mesures, de la BSA (5%) a été ajoutée au 

sein des solutions protéiques et a permis d'obtenir des courbes plus nettes.   

 Nous pouvons voir sur la Figure 117, les affinités des différents mutants avant et après 

traitement par le réducteur TCEP qui permet de déprotéger la fonction aldéhyde de l’AcdK. Le 

mutant Y36E montre la plus forte affinité parmi les différentes formes de la protéine testées et ceci 

pourrait s'expliquer par une possible formation de liaisons hydrogènes supplémentaires entre le 

glutamate en position 36 et le ligand en plus des liaisons hydrogènes formées avec le glutamate en 

position 14. Les mutants AcdK (en position E14 et Y36), montrent une affinité plus faible que la 

protéine sauvage avant traitement TCEP, ce qui peut s'expliquer par l'encombrement stérique du site 

de liaison par le groupement protecteur. Cependant, le mutant E14AcdK ne montre pas de 

modification d'affinité après déprotection, il est possible que cette position ne permette pas 
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d'interaction avec le ligand. Par contre, après déprotection du mutant Y36AcdK, on observe une 

augmentation de l'affinité par rapport au mutant Y36 avant déprotection. Celle-ci reste cependant 

plus faible que pour la protéine sauvage ou pour la protéine Y36E après traitement au TCEP. Le profil 

de dissociation semble cependant similaire aux profils observés dans les mêmes conditions pour la 

protéine sauvage ou pour la protéine Y36E, ce qui ne va pas dans le sens d'une interaction entre la 

fonction aldéhyde et la fonction amine du substrat. En effet, la formation d'une liaison covalente 

devrait entraîner le ralentissement de la phase de dissociation, voire sa disparition. Nous pouvons 

supposer que le traitement de la protéine Y36AcdK par le TCEP a éliminé la présence du groupement 

protecteur en position 36 et permis ainsi de restaurer partiellement l'affinité de la protéine grâce à 

l'interaction entre le glutamate 14 et le ligand. Ces hypothèses ne sont cependant pas confirmées.  

 

Figure 117: Courbes d'association et de dissociation des différents mutants CBM32-DD2 avant et après traitement TCEP 

 Le traitement TCEP n'a cependant pas eu un effet neutre sur la mesure de l'affinité des 

protéines. Celui-ci entraîne une forte baisse du pH mais cette baisse a ensuite été neutralisée par 

l'ajout de KOH 5M. Nous pouvons voir l'effet du traitement TCEP sur l'affinité des différents mutants 

testés (Figure 118). Pour la protéine Y36E, le traitement TCEP a abaissé l'intensité du signal, cela peut 

être dû à une perte de la structure de la protéine, malgré l’ajout de KOH et la vérification de 

l’intégrité de la protéine par dichroïsme circulaire. Pour la protéine sauvage (WT), il est surprenant 

que le traitement TCEP ait un effet positif sur la courbe observée. Cependant, la courbe 

d'association/dissociation de la protéine sauvage (WT) n'ayant pas subi le traitement TCEP a été 

répétée à cause d'un problème de signal observé au cours de la première expérience. Un standard 

interne (Y36E) avait été réalisé afin de normaliser le signal pour éviter toute déviation due à 

l'utilisation d'une nouvelle fibre optique couverte de streptavidine. Cependant, il est possible que les 

mesures ne soient pas suffisamment comparables malgré cette correction. Pour la protéine E14AcdK, 
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il n'y a pas de changement de profil d'association/dissociation et les mesures restent très faibles au 

niveau du bruit de fond de l'expérience. Par contre pour la protéine Y36AcdK, on observe bien une 

augmentation du profil de l'affinité, ce qui peut indiquer la correcte déprotection de l'AcdK. 

 

Figure 118: Effet du traitement TCEP sur les courbes de dissociation des différents mutants étudiés 

 Les mesures d'affinités sont imprécises, à cause de l'utilisation d'une seule concentration 

protéique. Cependant, les courbes d'association et de dissociation ont été réalisées à une 

concentration identique de protéine pour tous les mutants testés et cette expérience nous donne 

donc des informations qualitatives sur leurs affinités. Le mutant Y36E a montré une affinité 

globalement plus haute que la protéine sauvage, ce qui peut s'expliquer grâce à une interaction 

supplémentaire, qui est observée chez un variant naturel au niveau de cette position. La mutation 

E14AcdK n'a pas montré de profil d'interaction avec le ligand, il semble donc que cette mutation ait 

eu un effet délétère sur l'affinité de la protéine. Par contre, la mutation Y36AcdK a montré un profil 

différentiel avant et après déprotection, validant la déprotection de NAA. Cependant, son affinité ne 

semble pas supérieure à la protéine sauvage (WT) ou à la protéine CBM32-DD2-Y36E. 

II.3.2.1 Mesures d'affinité : cible CBM40 

 La protéine CBM40 ayant incorporé l'AcdK en position F48 a été produite à une 

concentration de 0,14mg/mL. Les échantillons présentent cependant une contamination protéique à 

faible poids moléculaire qui se co-purifie sur colonne de nickel (Figure 119A). Malgré des étapes de 

dialyses et de concentrations des protéines avec des membranes ayant des limites d’exclusion de 

poids moléculaire proche de celui de la protéine à éliminer, la présence du contaminant a été 

atténuée dans l'échantillon F48AcdK mais reste présente (Figure 119B). Les concentrations des 

mutants F48E et F48AcdK ont donc été normalisées par rapport à la concentration de la protéine 

sauvage à l'aide d'un WesternBlot semi-quantitatif (Figure 119C et D). En effet, la protéine sauvage a 

été produite à une concentration très élevée (3,2mg/mL) et très pure et a été déposée sur gel selon 

une gamme de concentration puis analysée sur un logiciel permettant la mesure d’intensité (Image 

Studio Lite Version 5.2). Pour la protéine F48AcdK, l'intensité de la bande observée était dans la 

gamme de concentration ce qui a donc permis l'estimation directe de sa concentration à 

0,0767mg/mL, soit 3µM. Pour la protéine F48E, l'intensité de la bande n'était pas dans la gamme. J'ai 

donc considéré un ratio entre la protéine CBM40-F48E et la protéine contaminante (ratio calculé à 
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91,9%), et corrigé la concentration de cette protéine à 0,57mg/mL (par rapport à 0,63 mg/mL 

initialement). Cette correction implique cependant une approximation qui estime que la constante 

d'absorption de la protéine contaminante est équivalente à celle du CBM40. 

 

Figure 119: Stratégie de correction de la concentration protéique des mutants CBM40 comparativement à la protéine 
sauvage 
Les différentes fractions de purification de la protéine CBM40-F48AcdK ont été analysées en SDS-PAGE (figure A). Nous 
pouvons voir que la purification présente une bande contaminante. Après utilisation d’une membrane d’exclusion, les 
échantillons F48AcdK et F48E ont été déposés sur gel d’acrylamide 12% et analysé en bleu de Coomassie. Finalement une 
gamme de concentration de la protéine CBM40 a été déposée sur gel acrylamide 12% ainsi que les échantillons à analyser 
(CBM40-F48AcdK et CBM40-F48E)  puis le gel a été analysé en WesternBlot (anticorps anti étiquette histidine) (figure C). 
L’intensité des bandes de la gamme de CBM40 a été mesurée à l’aide du logiciel Image Studio Lite Version 5.2, ce qui a 
permis de déterminer une courbe de dosage. 

 

  Le mutant F48AcdK ayant la concentration la plus faible, nous avons réalisé les expériences 

de BLItz® à 3µM pour tous les mutants testés.  Les profils de liaison obtenus sont caractéristiques 

d'une liaison complexe composée probablement d'une part de liaison aspécifique. En effet, les 

phases d'association n'atteignent pas de plateau et semblent composées de deux temps avec une 

association rapide suivie d'une association lente Figure 120. Afin de limiter ces interactions non 

spécifiques au cours des mesures nous avons essayé d'ajouter de la BSA, du lait, ou du Tween au sein 

du tampon. Cependant, ceux-ci présentaient, lorsqu’ils étaient testés seuls, des profils d'interactions 

avec la sonde (données non montrées) et n'ont donc pas pu être utilisés pour les mesures d'affinités 

ci-dessous. 

 Nous pouvons voir sur la Figure 120, les courbes d'association suivies de dissociation des 

différents mutants de CBM40 avant et après traitement par le réducteur TCEP. La protéine sauvage 

présente l'affinité la plus forte. En effet, la mutation F48E semble avoir un effet délétère sur l'affinité 

observée. La phase de dissociation du mutant F48E ne présente pas de dissociation nette ce qui 

semble suggérer que la phase d'association pourrait correspondre à de l'association non spécifique. 

Quant au mutant F48AcdK, il présente une affinité faible comparativement à la protéine sauvage.  
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Figure 120: Profils de liaison des différents mutants de CBM40 avant et après traitement au TCEP 

 Le traitement TCEP n'a pas eu un effet neutre sur la mesure de l'affinité des protéines malgré 

l'ajout de KOH 5M pour neutraliser le pH de la solution. Nous pouvons voir l'effet du traitement au 

TCEP sur l'affinité des différents mutants testés (Figure 121). Les protéines sauvages (WT) et F48E 

présentent une forte baisse de l'intensité du signal. Ce qui pourrait s'expliquer par une partielle 

dénaturation de la protéine ou par une perturbation des conditions de lecture. Cependant, il n'y a 

pas de changement observé pour le mutant F48AcdK. Cela pourrait s'expliquer par une potentielle 

compensation entre un effet positif lié à la libération de la fonction aldéhyde et par une baisse de 

signal comme observé pour les protéines WT et F48E.   
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Figure 121: Effet du traitement TCEP sur les courbes d'affinité des différents mutants 

 Les mesures d'affinités sont imprécises, à cause de l'utilisation d'une seule concentration 

protéique. Cependant, les courbes d'association et de dissociation ont été réalisées à une 

concentration identique pour tous les mutants testés. Cette expérience nous donne donc des 

informations qualitatives sur leurs affinités. Les mutations testées ici n'ont cependant pas permis 

d'améliorer l'affinité de la protéine CBM40. 
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III. Incorporation d'une fonction boronate  
 Au terme de ma thèse, nous avons cherché à développer une méthode alternative 

supplémentaire afin de modifier l'affinité de lectines. Pour cela, nous avons cherché à incorporer la 

phénylalanine boronate dans des protéines cibles. En effet, cet acide aminé peut interagir avec des 

fonctions hydroxyles pour former des liaisons covalentes (Chapitre 5, section I.3.1). De plus, la 

phénylalanine boronate (Bpa) est un acide aminé non naturel commercial, nous serons donc moins 

limités par son approvisionnement, et la synthétase qui permet son incorporation a été décrite au 

sein de la bibliographie. Il s'agit de l'aaRS issue de Methanococcus jannaschii possédant les mutations 

Y32S, L65A, H70M, D158S et L162E (Schiefner et al. 2018).  

III.1. Choix des protéines cibles et tests d'expression 

 Pour choisir les différentes protéines cibles en vue de tester l'incorporation de la 

phénylalanine boronate afin de modifier l'affinité de lectines, nous avons conservé les critères et la 

méthodologie utilisée section I.2. Cependant, afin de tester l'effet potentiel de la phénylalanine 

boronate sur la reconnaissance, nous avons réalisé des mutations de différents acides aminés en 

phénylalanine sur PyMOL avec la fonction "Mutagenesis". De plus, nous avons considéré un 

intervalle minimum de 2,5Å entre le cycle aromatique de la phénylalanine et les fonctions hydroxyles 

du substrat. En effet, c'est la distance que l'on peut mesurer entre le carbone du cycle aromatique 

portant la fonction boronate et l'extrémité de cette fonction au sein de structures cristallisées (PDB 

5MHH et 5N5U). Trois protéines ont donc été sélectionnées selon ces critères : NagBb, GH98Sp et 

CLC1b. 

III.1.1 Protéine cible n°1 : NagBb 

 La protéine NagBb est une alpha-N-acétylgalactosaminidase, dont la constante d'affinité Km 

est de 0,23mM pour le GalNAc. La mutation D435A permet de supprimer son activité enzymatique et 

a été utilisée pour cristalliser la protéine avec le ligand (Sato et al. 2017). L'incorporation de la 

phénylalanine boronate (Bpa) en position Y329 devrait permettre son interaction avec les hydroxyles 

O3 et O4 du GalNac comme nous pouvons le voir sur la Figure 122.  

 

Figure 122: Site de reconnaissance de la protéine NagBb (PDB: 5WZN)  
La Phénylalanine 329 (Y329) est colorée en rouge sur la figure, et les distances entre les hydroxyles et le cycle aromatique de 
la Y329 sont indiqués en angström au niveau des pointillés jaunes. Image réalisée dans PyMOL. 
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 De plus, NagBb est une protéine qui est stable sur une grande gamme de pH (3-11) et ce 

malgré un maximum d'activité enzymatique à pH 5 (Kiyohara et al. 2012). Cette résistance au pH 

nous permettra de tester des pH élevés (pH aux alentours de 9) auxquels la fonction boronate est la 

plus réactive.  

 Une expérience d'alanine scanning in silico a également été réalisée à l'aide du logiciel 

YASARA et, avec une valeur de -0,47 kcal/mol, la mutation Y329 ne semble pas être une position dont 

la mutation affecterait la protéine structurellement (données non montrées). La mutagénèse de la 

protéine NagBb a donc été réalisée afin de générer un codon stop TAG à la place de la tyrosine 329. 

 

III.1.2 Protéine cible n°2 : GH98Sp 

 La protéine GH98Sp est une glycoside hydrolase issue de S. pneumoniae de la famille 98, qui 

reconnaît qui est présent au niveau de cellules tumorales avec une affinité de l'ordre de 440-570 µM 

avec les antigènes de Lewis A et B.  La mutation E558A permet de supprimer son activité 

enzymatique et a été utilisée pour cristalliser la protéine avec le ligand (Higgins et al. 2009). 

L'incorporation de la Bpa en position H60 devrait permettre son interaction avec les hydroxyles O3 et 

O4 au niveau du fucose de l’antigène A-Lewis Y (qui correspond à Fuc-Gal-GalNAc) comme nous 

pouvons le voir Figure 123.  

 

Figure 123: Site de reconnaissance de la protéine GH98Sp (PDB: 2WMI) 
La position Histidine 60 (H60) a été mutée en phénylalanine qui a été représentée en rouge sur la figure. De plus, la distance 
entre le cycle aromatique de cette phénylalanine en position 60 et les hydroxyles O3 et O4 du fucose de l’antigène A-Lewis-Y 
(qui correspond à Fuc-Gal-GalNAc) a été indiquée en angström au niveau des pointillés jaunes sur la figure. Image réalisée 
dans PyMOL 

 

 Une expérience d'alanine scanning in silico a également été réalisée à l'aide du logiciel 

YASARA et, avec une valeur de 1,62 kcal/mol, la mutation H60 ne semble pas être une position dont 

la mutation affecterait la protéine structurellement (données non montrées). La mutagénèse de la 

protéine GH98Sp a donc été réalisée afin de générer un codon stop TAG à la place de l'histidine 60. 

 

III.1.3 Protéine cible n°3 : CLC1b 

 La protéine CLC1b (aussi appelée CLC2) est une lectine de type C humaine, qui reconnaît une 

glycoprotéine, la Popadaline, au niveau de l'antigène Tn et également lorsque celui-ci est sialylé avec 

une affinité de l'ordre du micromolaire (Nagae et al. 2014). Cette protéine glycosylée est présente au 
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niveau de cellules cancéreuses, et notamment de cancers de la peau (Schacht et al. 2005). De plus 

l'incorporation de la phénylalanine boronate au sein du site de reconnaissance en position H25 

pourrait interagir avec la fonction acide de l'acide sialique et donc favoriser sa reconnaissance (Figure 

124). 

 

Figure 124 : Site de reconnaissance de la protéine CLC1b, (PDB: 3WSR) 

L’histidine en position 25 a été mutée en phénylalnine qui a été représentée en rouge sur la figure. La distance entre les deux 
fonctions hydroxyles de l’acide sialique et le cycle aromatique de la phénylalnine en position 25 est indiquée en angström au 
niveau des pointillés jaunes sur la figure.  Image réalisée dans PyMOL 

 

 Une expérience d'alanine scanning in silico a également été réalisée à l'aide du logiciel 

YASARA et, avec une valeur de 0,11 kcal/mol, la mutation H25 ne semble pas être une position dont 

la mutation affecterait la protéine structurellement (données non montrées). La mutagénèse de la 

protéine CLC1b a donc été réalisée afin de générer un codon stop TAG à la place de l'histidine 25. 

III.2. Test d'expression des protéines cibles 

Les trois protéines cibles n’ayant jamais été exprimées au laboratoire l'expression de leurs 

formes sauvages a d’abord été testée en milieu autoinductif et LB. Les protéines NagBb et CLC1b 

s'expriment efficacement au sein du milieu autoinductif ou LB, contrairement à la protéine GH98Sp 

dont les conditions d'expression en milieu autoinductif n'ont pas pu être déterminées (Figure 125). 

Etant donné, qu’au sein du laboratoire nous n’avons pas encore déterminé de conditions efficaces 

pour l’incorporation de NAA en milieu LB, nous avons donc décidé de mettre de côté la protéine 

GH98Sp. Etant donné que la protéine CLC1b est produite sous forme insoluble, nous avons donc 

privilégié la protéine NagBb afin de réaliser les premiers tests d’incorporation de la Bpa. 
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Figure 125: Analyse SDS-PAGE d'extraits bruts de cultures montrant l'expression des différentes protéines cibles en milieu LB 

ou autoinductif.  
Les tailles respectives des protéines GH98Sp, NagBb et CLC1b sont respectivement : 69,8kDa, 72,1kDa  et 15,9kDa. 

 

III.3. Incorporation de la phénylalanine boronate au sein de NagBb 

  Afin d'incorporer la phénylalanine boronate au sein de notre protéine cible NagBb, nous 

avons généré les mutations Y32S, L65A, H70M, D158S et L162E au sein de la synthétase de 

Methanococcus jannaschii au niveau du plasmide pDULE.2 par méthode de mutagénèse dirigée, puis 

nous avons co-transformé ce plasmide avec les différents plasmides portant les différentes protéines 

cibles ayant une mutation TAG à la position d'incorporation choisie. Cependant, aucune 

incorporation n'a pu être visible sur SDS-PAGE ou WesternBlot. Après contact avec l'équipe du 

professeur Skerra (Munich Center for Integrated Protein Science), les chercheurs nous ont transmis 

le plasmide qu'ils ont utilisé afin d'incorporer efficacement la Bpa. A l'aide de ce plasmide, nous 

avons pu observer l'incorporation de la phénylalanine boronate au sein de la protéine NagBb (Figure 

126). Cependant, à ce jour par manque de temps, nous n'avons pas encore testé l’incorporation de la 

Bpa au sein d’autres cibles protéiques, ni produit NagBb avec Bpa à grande échelle ni réalisé de tests 

d'affinité sur cette protéine. 

 
Figure 126: Analyse SDS-PAGE montrant l'incorporation de la Boronate phénylalanine au sein de la protéine NagBb-

Y329TAG.  
La taille de la protéine tronquée (environ 36,9kDa) est indiquée par une flèche rouge et la taille de la protéine complète ou 
sauvage (WT) est indiquée par une flèche bleue.  
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Conclusion  
 Les lectines sont des protéines avec généralement une haute spécificité mais une affinité 

faible envers leur ligand saccharidique.  Afin d'augmenter cette affinité, il est possible d'exploiter des 

propriétés de multivalence qui sont d'ailleurs naturellement présentes chez de nombreuses lectines. 

La modification de valence de lectines a d’ailleurs été explorée par Tobola et al., lors de la mise au 

point de 3 lectines mutivalentes (RSL, Gal-1 et Stx1B) monospécifiques ou bispécifiques grâce à leur 

couplage par l’intermédiaire d’acides aminés non naturels (Tobola et al. 2019). Les mesures d'affinité 

de ces différentes lectines multivalentes n'étaient pas présentées dans cette publication.  

Au cours de cette thèse, notre stratégie a consisté à augmenter l'affinité de lectines 

monovalentes par l’incorporation d’un acide aminé non naturel ayant une réactivité forte envers le 

ligand. Il s’agit d’une méthode très originale. En effet, l’incorporation d’acides aminés non naturels 

au sein de site actif n’est pas très fréquente, d’autant plus lorsqu’il s’agit de modifier les 

caractéristiques de reconnaissance de protéines.  

Au sein de la littérature, nous pouvons noter deux exemples utilisant des méthodes 

aléatoires : par phage display afin de générer un anticorps contre la glucamine et la modification de 

la spécificité d’une aldolase (C C Liu et al. 2009; Windle et al. 2017). Dans le cas de l’anticorps, des 

mutations aléatoires ont été générées, puis les différents mutants ont été sélectionnés par phage 

display. Un anticorps contenant une Phénylalanine-boronate avec une affinité de l’ordre du 

micromolaire a pu être ainsi obtenu (C C Liu et al. 2009). Dans le cas de l’aldolase, une cystéine a été 

modifiée chimiquement en dehydroalanine afin de tester rapidement plusieurs radicaux thiols non 

naturels. Cette méthode a alors permis de modifier la spécificité de la protéine pour les chaînes 

carbonées plus courtes (Windle et al. 2017). Nous pouvons également noter deux exemples ayant 

des approches plus ciblées : la modification d’une anticaline humaine, et la modification de la lectine 

RSL par des fluorotryptophanes (Tobola et al. 2018; Sommer, Eichinger, and Skerra 2019). Dans le cas 

de l’anticaline, une mutation au sein du site actif en phénylalanine-boronate (Bpa) a permis la 

génération d’un lien covalent avec un ligand (4-nitrocatechol) (Sommer, Eichinger, and Skerra 2019). 

Cette liaison était favorisée par la présence d’un environnement électrophile et a permis à 

l’anticaline d’avoir des capacités de reconnaissance de sucre de l’ordre du micromolaire. Dans le cas 

de la lectine RSL, les fluorotryptophanes ont été incorporés de façon résidu spécifique et, bien 

qu’une liaison hydrogène supplémentaire ait pu être observée avec le ligand, l’effet sur l’affinité 

global reste limité (Tobola et al. 2018).  

Au niveau de ce travail de thèse, nous avons cherché à changer le mode de liaison de lectines 

à leur ligand par la génération d'une liaison covalente avec le ligand naturel. Les lectines 

reconnaissent leur ligand principalement par l'intermédiaire de liaisons hydrogènes avec les 

fonctions hydroxyles. En effet, l'orientation des fonctions hydroxyles définit un saccharide. Afin de 

générer ce lien covalent, nous avons alors envisagé d'incorporer une fonction aldéhyde au sein de la 

protéine. Cette fonction pourrait ainsi former des liaisons covalentes de type acétal avec des 

fonctions hydroxyles ou imines avec des fonctions amines. Les liaisons imines sont fréquentes au sein 

d'enzymes ou récepteurs par le biais de chaînes aminées telles que les lysines. Dans notre stratégie, 

la fonction amine ou alcool est portée par le ligand et la fonction aldéhyde est portée par la protéine. 

Cependant, étant donné qu'il s'agit d'une fonction très réactive, nous avons ciblé l'incorporation 

d'une fonction aldéhyde masquée qui peut être libérée en présence du ligand. Ce type de fonction 

est absent au sein des acides aminés naturels et également très rares au sein des acides aminés non 

naturels ayant été incorporé de manière site spécifique. Nous avons alors entrepris d'incorporer un 

acide aminé non naturel original portant une fonction aldéhyde photoactivable (l'ONpGlu). Pour cela, 

un mutant de l'aminoacyl-ARNt synthétase capable de le prendre en charge doit être déterminé. 
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Nous avons donc mis en place une méthode de sélection en complément d’une méthode de pré-

sélection in silico. Malheureusement, aucune incorporation de l'ONpGlu n'a pu être observée dans 

une protéine modèle. En parallèle, nous avons alors incorporé un acide aminé non naturel portant 

une fonction aldéhyde activable par réduction (AcdK). Celui-ci a été incorporé efficacement au sein 

de deux cibles protéiques dont les affinités ont pu être testées. Cependant, bien que la déprotection 

de l'acide aminé semble être efficace, l'affinité n'apparaît pas modifiée. Une troisième stratégie est 

en cours et consiste en l'incorporation d'un acide aminé non naturel portant une fonction boronate 

(Bpa). En effet, cette fonction peut également former des fonctions covalentes avec des fonctions 

hydroxyles. Cet acide aminé a alors pu être incorporé au sein d'une cible protéique. Cette 

incorporation doit être répétée en grande quantité afin de pouvoir en tester l'affinité.  

 Ces résultats démontrent la difficulté de l'utilisation d'acides aminés non naturels appliqués à 

l'ingénierie de protéine, particulièrement afin de modifier ces caractéristiques de liaison. En effet, 

nous pouvons remarquer que les études bibliographiques existantes n’ont également eu qu’un effet 

limité sur l’affinité obtenue lorsque celle-ci avait pu être testée.  

Généralement, les méthodologies traditionnelles utilisent des méthodes de mutagenèse 

semi-rationnelles ou aléatoires afin de tester un maximum de mutations car il est difficile d'en 

prédire l'effet. Au cours de ce travail, le nombre de mutant a été limité à un ou deux par cible 

protéique, ce qui paraît hasardeux. Cependant, les limites liées à la quantité d'acide aminé non 

naturel disponible, ainsi que son efficacité d'incorporation génèrent des difficultés pour utiliser des 

méthodes traditionnelles de mutagénèses suivies de sélections. Afin de favoriser l'aboutissement de 

ce type de stratégie, il apparaît bénéfique de s'assurer de la disponibilité commerciale de l'acide 

aminé non naturel ou la facilité de sa synthèse. Afin de contourner cette problématique, il pourrait 

être intéressant d'exploiter l'incorporation d'un acide aminé non naturel commun ayant une 

réactivité particulière qui servira alors d’ancrage pour tester plusieurs radicaux comme au cours de 

l’étude réalisée par Windle et al. ((Windle et al. 2017). Ainsi, de nombreuses possibilités pourraient 

être testées à différentes positions avec un plus grand débit. Cette méthode pourrait alors donner 

une première approche plus large pour générer la mutagénèse de cibles protéiques. Nous pouvons 

cependant noter qu'il faut que les conditions de couplage soient compatibles avec la protéine cible. 

Par ailleurs, l'acide aminé non naturel incorporé doit également être le plus adapté possible 

au site actif cible. En effet, afin de s’assurer la meilleure réactivité possible, il faut que les fonctions 

réactives se retrouvent selon un angle et une distance favorable. Une stratégie appliquée à une 

protéine largement décrite, dont les interactions sont déjà connues a donc probablement plus de 

chance d'aboutir. Ainsi le contexte dynamique et l'espace disponible pour l'incorporation de l'acide 

aminé non naturel sera mieux maitrisé. En effet, la flexibilité de la chaîne principale, des différentes 

chaînes latérales ainsi que l’impact dynamique de mutations contextuelles peut permettre de mieux 

prédire les interactions réalisables par l’acide aminé non naturel incorporé. Par exemple, au niveau 

de l’anticaline ayant été modifiée avec la boronate phénylalanine, les auteurs ont pu montrer que la 

proximité d'un acide aminé hydrophile pouvait stabiliser la position de la fonction boronate afin de 

favoriser sa réactivité (Sommer, Eichinger, and Skerra 2019). De plus, il pourrait être envisageable 

d’utiliser des méthodes de prédiction bioinformatique afin de préciser la stratégie de mutagénèse 

employée. En effet, il est possible de générer les champs de force encodant un acide aminé non 

naturel afin d’en déterminer la flexibilité, les degrés de rotation, ainsi que les différents rotamères les 

plus probables, puis d’intégrer ces paramètres au sein d’une stratégie de sélection de mutants in 

silico. Ainsi, une librairie d’acides aminés non naturels pourrait être testée in silico à plusieurs 

positions afin de réduire la quantité de tests biologiques à réaliser et donc la quantité d’acide aminé 

non naturel nécessaire. 
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 Les acides aminés non naturels peuvent apporter de nouvelles réactivités très fortes et très 

spécifiques. Leur utilisation afin d’évoluer des protéines est donc très prometteuse. Cependant, leur 

utilisation est encore complexe et n’est pas aussi maîtrisée que dans le cadre de mutagénèse avec 

des acides aminés classiques. Il est possible que les progrès technologiques permettant un meilleur 

taux d'incorporation, l'incorporation de nouveaux acides aminés non naturels aux réactivités 

nouvelles, ainsi que la mise au point de nouvelles méthodes de sélection adaptées et à plus haut 

débit favoriseront l’aboutissement de ces stratégies d’ingénierie originales.  
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Chapitre 7 : Matériels et Méthodes pour la 

modification de lectines 
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I. ONpGlu : Mise au point d’une méthode de sélection 
De manière générale, les protéines qui reconnaissent les sucres ont une affinité faible. Le but de 

ce projet est d’utiliser un acide aminé non naturel afin de modifier l’affinité des protéines cibles. 

Etant donné que les fonctions disponibles pour former des interactions sur un sucre sont la plupart 

du temps des fonctions hydroxyles ou des fonctions amines, nous avons essayé d’utiliser un acide 

aminé qui porte une fonction aldéhyde car cette fonction peut former des liaisons covalentes avec 

des fonctions hydroxyles ou amines. Cependant, la fonction aldéhyde étant très réactive, elle doit 

être protégée. Nous avons donc développé une stratégie consistant en l’incorporation d’un acide 

aminé non naturel original portant une fonction aldéhyde protégée par un groupement photolabile : 

l'Ortho-Nitro-para-Glutamate (ONpGlu). Cependant cet acide aminé non naturel étant original, il n’y 

a donc pas de synthétase décrite permettant son incorporation. Des mutations doivent donc être 

générées au sein du site actif de l’enzyme afin de trouver un mutant capable de le prendre en charge. 

Une méthode de sélection basée sur une analyse bioinformatique (section I.3 ci-dessous) couplée à 

une technique de fluorescence (section I.2 et I.4 ci-dessous) a donc été mise en place. 

I.1 Synthèse de l’ONpGlu 

La synthèse d'un acide aminé non naturel portant une fonction aldéhyde photoprotégée a été 

imaginée et réalisée par le CEISAM partenaire du projet. Tout d’abord la synthèse du composé 

aldéhyde intermédiaire (n°6, Figure 127) a été planifiée à partir des synthèses du composé 

intermédiaire 3 décrite par Y.Itoh et al. (Itoh et al. 2016), et de la synthèse de l'intermédiaire 2 au 

composé 6 décrite par Illies et al  (Ilies et al. 2010). Elle se réalise en 5 étapes à partir d’un dérivé de 

l’acide glutamique (Figure 127). 

 
Figure 127 : Méthode de synthèse de l'aldéhyde intermédiaire (composé 6). 

 Une fois ce composé aldéhyde produit, la fonction aldéhyde sera masquée par un 

groupement photolabile. Pour cela, deux composés diols aux configurations différentes peuvent être 

utilisés (Figure 128). La production de ces deux composés a été envisagée, ce qui signifie donc que 

l’évolution de l’aminoacyle-ARNt synthétase devra être réalisée indépendamment pour ces deux 

composés. Il est en effet peu probable qu’un même mutant de cette enzyme reconnaisse les deux 

composés. Néanmoins, nous pouvons remarquer qu’après démasquage de la fonction aldéhyde, 
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l’acide aminé non naturel généré est le même pour ces deux composés, qui peuvent donc être 

incorporés indifféremment au sein des mêmes cibles protéiques.  

 

Figure 128 : Ajout du groupement permettant le masquage de la fonction aldéhyde. 
Deux composés diols avec des configurations différentes ont été testés. 

  

Le composé majoritaire sera ensuite purifié et les fonctions amine et acide carboxylique de la 

chaîne principale seront déprotégées afin de générer l’acide aminé non naturel final.   

 

Figure 129 : Etape finale de la synthèse permettant de produire l'acide aminé non naturel déprotégé 
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I.2 Biologie moléculaire 
 

I.2.1 Clonages EGFP en aval de mPsaA-K193TAG 

Afin de sélectionner les différents mutants de la synthétase qui seront efficaces lors de 

l’incorporation de l’ONpGlu, une stratégie basée sur la production d’une protéine de fluorescence est 

développée. Pour cela un gène de l’eGFP est cloné au sein du plasmide pET24d en fusion d’un gène 

de la mPsaA, qui a été muté pour générer un ou deux codons stop TAG (K193 ou K105-K193) afin de 

réaliser l’incorporation d’acides aminés non naturels.  

Grâce à l’utilisation de ces constructions, l’apparition de fluorescence sera alors conditionnée 

par l’incorporation de l’acide aminé non naturel. En effet, en l’absence de celui-ci, la protéine 

produite sera tronquée au niveau du codon stop TAG. Cependant, si l’acide aminé a été incorporé, il 

y aura suppression du codon ambre TAG et donc production de la protéine complète, y compris 

l’eGFP et donc apparition de fluorescence. Ainsi, ce plasmide sera co-transformé avec le plasmide 

pEVOL-1copie (définit ci-dessous, section I.2.2) portant les différents mutants des aaRS à sélectionner 

(voir section I.4.2). Lors de la sélection, plusieurs cas de figures peuvent se présenter (ils sont 

résumés dans le tableau ci-dessous). Dans un premier cas type, le mutant aaRS est inefficace pour 

l’incorporation de l’ONpGlu, il n’y aura donc pas de fluorescence avec ou sans acide aminé non 

naturel dans le milieu. Dans un autre cas, le mutant aaRS n’est pas spécifique de l’acide aminé non 

naturel et il y aura apparition de fluorescence avec et sans acide aminé non naturel. Enfin troisième 

possibilité, le mutant aaRS testé est efficace et spécifique de l’ONpGlu, et il y aura apparition de 

fluorescence uniquement en présence de celui-ci. Ce sont ces derniers mutants que nous cherchons 

à sélectionner. 

 
Tableau 26 : Exemples récapitulant les possibilités liées à la méthode de sélection employée 

Exemple mutant aaRS Caractéristique Fluorescence en 

présence de l’ONpGlu 

Fluorescence en 

l’absence de l’ONpGlu 

Mutant 1 Pas efficace Non Non 

Mutant 2 Pas spécifique Oui Oui 

Mutant 3 Efficace et spécifique Oui Non 

 

Le gène eGFP est donc cloné en aval du gène de la mPsaA (WT, puis muté K193TAG ou 

K105TAG-K193TAG) au sein du plasmide pET24d. Cette construction a déjà été utilisée lors de 

l’optimisation de l’incorporation de la Propargyl-Lysine par la méthode de plan d’expérience, le 

protocole du clonage y est décrit dans le chapitre 4 (section IV.2). Les mutations permettant de 

générer les codons stops TAG ont été générées selon la méthode décrite chapitre 4 (section II.4), à 

l’aide des amorces n°25-28 décrites en annexe. 

 

I.2.2 Modification du plasmide pEVOL : suppression d’une des deux copies de l’aaRS 

Le plasmide pEVOL, originellement utilisé pour l’incorporation d’acides aminés non naturels, 

contient deux copies de la pyrrolsyl-ARNt synthétase de M. mazei dont une sous le contrôle d’un 

promoteur constitutif et une sous le contrôle d’un promoteur inductible à l’arabinose. Ce plasmide 

nous a été transmis par Edward Lemke de l’EMBL grâce à la réalisation d’un Material Transfert 

Agreement (MTA) (T. S. Young et al. 2010). Lors de la sélection d’une nouvelle synthétase, plusieurs 

mutants de ce gène vont devoir être testés. Afin de faciliter les étapes de mutagénèse et de 
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séquençage, la copie de la synthétase sous le contrôle du promoteur constitutif a été supprimée par 

PCR inverse.  

Pour cela le plasmide a été amplifié à l’aide de deux amorces (amorces 11 et 12 en annexe 4) 

excluant ce gène de la synthétase en suivant le protocole de PCR suivant : Q5 polymérase (NEB, 

M0491S), 1) dénaturation initiale 98°C pendant 3min, les étapes 2 à 4 sont répétées 25 fois : 2) 

dénaturation 98°C pendant 30sec, 3) hybridation 58°C pendant 30sec, 4) élongation 72°C pendant 

5min (1min/kb), puis 5) élongation finale 72°C pendant 15min. Le mélange PCR a ensuite été incubé 

avec le mélange KLD (NEB, M0554S) contenant une kinase, une ligase, et DpnI afin de procéder en 

une seule étape à la destruction du plasmide matrice non modifié et à la phosphorylation et ligation 

du nouveau plasmide généré. Pour cela, 1µL de la PCR a été incubé 5min à température ambiante 

avec 5µL de tampon 2X KLD et 1µL du mélange d’enzymes dans 10µL de volume final. Cinq 

microlitres de ce mélange ont ensuite été transformés au sein d’XL1b compétentes (méthode TSS). 

Les étapes de transformation et de vérification de séquence ont été réalisées comme décrit 

précédemment (cf chapitre 4, section II.3) avec les amorces n° 13 et 14 présentées en annexe. 

 

I.3 Génération des mutants in silico 

 

L’ONpGlu n’ayant jamais été incorporé, il faut trouver les mutations nécessaires au sein du site 

actif de la synthétase afin que celui-ci puisse être incorporé. Pour cela, une stratégie rationnelle a été 

envisagée, une analyse bioinformatique réalisée par Johann Hendrickx (Ingénieur d’études au sein du 

laboratoire) qui a permis de cibler des mutations clés. Cette étude a été réalisée pour deux 

stéréoisomères de l’acide aminé non naturel ONpGlu (le 5R-7S_ONpGlu et le 5S-7R-ONpGlu). 

L’analyse s’est déroulée en trois parties : une analyse pour préparer la structure de la protéine à 

muter, ainsi qu’une analyse pour préparer les acides aminés substrats, puis une sélection des 

mutations. 

 

I.3.1 Préparation de la protéine  

 La structure de la protéine sauvage a d’abord été générée à partir de structures PDB (2ZIM, 

4BW9 et 5K1P) à l’aide du logiciel MODELER (version 9.19) (Šali and Blundell 1993). La protéine 

Pyrrolysyl-ARNt synthétase issue de Methanosarcina mazei possède une boucle (β7-β8) qui peut se 

placer en deux conformations possibles (fermant le site actif en le protégeant d’une potentielle 

hydrolyse ou ouverte). Les Trois structures PDB ont donc été utilisées afin de générer une structure 

qui prenne en compte les deux types de conformations tout en positionnant l’ATP (co-substrat 

nécessaire à l’activité de l’enzyme) et deux molécules d’eau très conservées à proximité de l’ATP au 

niveau du site actif.  

 

I.3.2 Préparation des acides aminés ONpGlu substrats  

 3240 différentes conformations de l’ONpGlu (libres rotations, déformation du cycle acétal) 

ont été générées, puis une minimisation d’énergie a été appliquée pour sélectionner les 

conformations les plus stables énergétiquement et donc les plus probables, ce qui a permis de cibler 

entre 1800 et 2600 conformations qui ont été classées en environ 200-300 clusters ayant des 

conformations très proches (RMSD < 0.1Å). Ces différents clusters ont ensuite été testés sur la 

topologie du site de reconnaissance. Pour cela, les chaînes latérales des acides aminés présents dans 

le site de reconnaissance de la protéine ont été enlevées et si les conformations de l’ONpGlu testées 

entraînent un clash stérique avec le squelette même de la protéine (chaines principales), cela indique 
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que la conformation ne pourra pas être prise en charge par la protéine quelques soient les mutations 

appliquées au sein du site actif et ces conformations sont donc éliminées. In fine, cela a permis de 

sélectionner 5 conformations pour le 5R-7S_ONpGlu et 18 conformations pour le 5S-7R-ONpGlu.  

 

I.3.3 Génération des mutations et sélections des séquences les plus probables 

Douze acides aminés au niveau du site actif (A302, L305, Y306, L309, I322, N346, C348, Y384, 

V401, I413, W417 et G419) ont été sélectionnés en fonction de leur proximité avec l’acide aminé non 

naturel au niveau du site et évolués in silico. Le protocole Couples Moves au sein de Rosetta 

développé par Ollikainen et al., a ensuite été appliqué afin de sélectionner les mutants les plus 

probables (Ollikainen, de Jong, and Kortemme 2015). Ce protocole consiste à faire des cycles au 

cours desquels des échantillonnages de protéines sont générés (par la prise en compte de la 

flexibilité de la protéine) ou au cours desquels des échantillonnages de substrat sont générés (degré 

de liberté du ligand au niveau des conformations possibles). Ces différents échantillonnages sont 

ensuite classés à l’aide d’une fonction d’énergie tout-atome de la suite Rosetta (Alford et al. 2017) 

Ces étapes cycliques ont été répétées 200 fois pour un modèle de MmPylRS. Afin de compenser 

l’insuffisance de la flexibilité des boucles générée par le protocole, dix modèles de départ de 

MmPylRS avec des conformations variées de boucle ont été utilisés. Ainsi, le protocole 

correspondant à un cycle a été appliqué 2000 fois, générant ainsi environ 50000 séquences 

redondantes. Les séquences ayant une énergie prédite défavorable sont éliminées. Les séquences 

restantes sont classées par fréquence d’observation, la fréquence la plus importante correspondant 

à celle du meilleur mutant potentiel. 

Etant donné les énergies obtenues lors de la réalisation du protocole et pour plus de finesse 

de prédiction, certaines positions les moins évoluées ont été exclues et le protocole a été relancé 

avec uniquement cinq positions à évoluer (Y306, N346, C348, Y384, et W417). L’élimination de 

certaines positions a été déterminée à partir des résultats de la première simulation (le score associé 

à ces positions privilégiait de ne pas les muter ou très peu fréquemment), couplés à une analyse 

visuelle de la structure.  Cela permet de réduire la diversité de l’échantillonnage de départ et donc de 

favoriser la fiabilité de la sélection de mutants par le protocole Couples Moves de Rosetta.    

 

I.4 Méthodes de sélection 

I.4.1 Test de pénétration de l’ONpGlu au sein des cellules BL21(DE3)  

Avant de sélectionner les différentes synthétases qui pourraient incorporer l’ONpGlu, sa 

pénétration dans les cellules bactériennes a été vérifiée. En effet, le mode de transport d’un acide 

aminé non naturel original n’est pas connu et il est important de vérifier que celui-ci peut 

effectivement entrer dans la bactérie. Son entrée dans les bactéries a été vérifiée par une analyse sur 

CCM suivant la méthode décrite chapitre 4, partie IV.1. Pour cela, une culture de 5mL a été réalisée 

selon le protocole (Chapitre 4 III.3) en absence et en présence d’ONpGlu. La culture a ensuite été 

culotée par centrifugation à 5000g pendant 10min, puis le culot a été lavé 3 fois avec 5mL de tampon 

froid (Na2HPO4/NaH2PO4 50mM, NaCl 150mM, pH8). Le culot a ensuite été resuspendu dans 300µL 

de ce tampon et a été lysé par sonication (30sec, cycles 5sec-5sec, amplitude 50%, appareil : Thermo 

Fischer, FB120-220), puis centrifugé à 10 000rpm pendant 15min à 4°C. Enfin, 1µL du surnageant de 

lyse a été déposé sur CCM (Eluant : Butanol, Acide acétique, Eau (proportions 10/2,5/2,5), et 

révélateur : Ninhydrine) en parallèle de l’ONpGlu pur.  
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I.4.2 Génération des mutations prédites par l’analyse bioinformatique 

Il faut une synthétase spécifique pour pouvoir transférer l’ONpGlu sur l’ARNt orthogonal 

portant le codon complémentaire au codon TAG et ainsi permettre son incorporation dans une 

protéine d’intérêt. Cependant, comme il s’agit d’un acide aminé non naturel original, les mutations 

nécessaires pour permettre à l’aaRS de reconnaître et prendre en charge l’ONpGlu ne sont pas 

connues. Une analyse bioinformatique (section I.3) a permis de prédire des mutations susceptibles 

d’être efficaces.  

Cinq points de mutations ont été prédits (Y384F, Y306F, N346A/G, C348A/G et W417C/N/A). 

Ces mutations ont été générées de façon combinatoire à l’aide de mutagénèses successives selon le 

protocole suivant. 

Le plasmide à modifier est amplifié par PCR (PCR (Phusion (Thermo Fisher F-530S), 1) 

dénaturation initiale 98°C pendant 2 min, puis les étapes 2 à 4 sont répétées 25 fois 2) dénaturation 

98°C pendant 30 sec, 3) hybridation 58°C pendant 30 sec, 4) élongation 72°C pendant 1min enfin 5) 

élongation finale 72°C pendant 10min, en utilisant les amorces n°29-44). Puis le plasmide parental 

non modifié est éliminé par traitement avec l’enzyme DpnI (ThermoFisher, ER1701, 10U par réaction, 

incubation pendant 1h30 à 37°C, puis inactivation par 20 min à 80°C). Enfin, un dixième de la réaction 

de mutagénèse (soit 5µL) est transformé dans des bactéries DH5α ou XL1b compétentes. Les 

modifications sont ensuite vérifiées par séquençage des miniprep obtenues à partir des clones 

transformés, comme décrit ci-dessus avec des amorces de séquençage (n°13 et 14 en annexe).  

 

I.4.3 Méthodes expérimentales de sélection 

La méthode de sélection des synthétases est basée sur l’apparition de fluorescence lorsqu’il y 

a une incorporation de l’acide aminé non naturel (description section I.2) dans la protéine de fusion 

mPsaA-GFP. Il est possible de réaliser cette sélection sur milieu solide ou milieu liquide. Nous avons 

d’abord mis au point la sélection sur milieu solide puis en milieu liquide. Cette méthode a d’abord 

été mise au point sur l’incorporation de la Propargyl-Lysine avec l’aaRS adaptée afin de trouver les 

bonnes conditions avant de pouvoir procéder à des sélections pour trouver des synthétases efficaces 

pour l’incorporation de l’ONpGlu. Plusieurs souches ont été utilisées : 

-une souche BL21(DE3) contenant le plasmide pEVOL co-transformé avec le plasmide pET24-

mPsaA(WT) en tant que contrôle négatif de fluorescence 

-une souche BL21(DE3) contenant le plasmide pEVOL co-transformé avec le plasmide pET24-mPsaA-

eGFP(WT) en tant que contrôle positif de fluorescence 

-une souche BL21(DE3) contenant le plasmide pEVOL co-transformé avec le plasmide pET24-

mPsaAK193TAG-eGFP(WT) pour tester la sélection 

-une souche BL21(DE3) contenant le plasmide pEVOL co-transformé avec le plasmide pET24-

mPsaAK105TAG-K193TAG-eGFP(WT) pour tester la sélection dans des conditions plus stringentes. En 

effet, le rendement de l’incorporation double d’acide aminé non naturel est toujours beaucoup plus 

faible.  

 

-Méthodes de sélections sur boîte de Pétri 

Le protocole de sélection sur milieu solide est réalisé selon le protocole suivant. Des 

précultures ont été réalisées à partir de colonies des différentes souches listées ci-dessus dans 5mL 

de LB avec antibiotiques (kanamycine et chloramphenicol) et incubées sur la nuit à 37°C. Le 

lendemain, les cultures ont été diluées par 4 dans du LB, puis une goutte de 5µL a été déposée sur 

milieu solide contenant du milieu autoinductif (FORMEDIUM, n° AIMLB0210), de l’agar et sur laquelle 

nous avons absorbé des solutions d’arabinose (300µL à 20%) et de Propargyl-Lysine (300µL à 
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100mM). Les boîtes de pétri ont ensuite été incubées à 37°C sur la nuit. La fluorescence est ensuite 

visualisée à l’aide d’une plaque UV (VilberLourmat, UV/White Converter plate).  

 

-Méthodes de sélection sur plaque 96 puits 

La sélection en milieu solide permet d’avoir une indication qualitative de la fluorescence à 

l’aide du lecteur UV. Cependant, pour avoir une sélection plus quantitative ainsi que pour baisser la 

quantité d’acide aminé non naturel utilisée lors des tests de sélections, nous avons développé une 

méthode de sélection en milieu liquide dont le protocole est le suivant. Des précultures à partir de 

colonies des différentes souches listées ci-dessus ont été réalisées dans 5mL de LB avec antibiotiques 

(kanamycine et chloramphenicol) et incubées sur la nuit à 37°C. Le Lendemain, les précultures sont 

diluées au 100ème dans 1mL de milieu autoinductif (FORMEDIUM, n° AIMLB0210) avec de l’arabinose 

à 0,02% final et avec ou sans Propragyl-Lysine (1mM final). Deux cent microlitres de cette culture 

sont alors répartis en triplicatas dans des puits de plaques 96 (GrenierBioOne, 655101), puis incubés 

à 37°C avec agitation (à l’aide de l’agitateur Heidolph Titramax incubator 1000) sur environ 8h avec 

des films respirants (VWR 60941-086), puis sur la nuit à 37°C avec des films non respirant (VWR 

60941-062) pour limiter l’évaporation. Des mesures de densité optique et de fluorescence 

(excitation : 488nm, émission : 509nm) sont ensuite prises à l’aide d’un appareil de mesure (TECAN, 

Infinite M1000). 

Cette méthode a ensuite été utilisée avec l’ONpGlu afin de tester les différents mutants de la 

synthétase prédit par bioinformatique (section I.3) 

I.4.4 Sélection sur librairie (réalisée en Oregon) 

Alors que nous n’avions pas réussi à trouver des mutants de l’aaRS efficace pour l’incorporation 

de l’ONpGlu, nous avons pu tester l’incorporation de l’ONpGlu sur une petite librairie issue du 

laboratoire de Ryan Mehl en Oregon (USA). En effet, cette expérience a été réalisée au cours d’un 

workshop sur l’incorporation d’acides aminés non naturels avec la méthode site spécifique, appelé 

« Genetic Code Expansion Workshop » à l’Université de l’Etat d’Oregon. Nous avions la possibilité de 

tester une centaine d’aminoacyl-ARNt synthétase issues de leur librairie afin d’essayer de trouver un 

mutant capable d’incorporer l’ONpGlu. Une souche bactérienne BL21(DE3) avait été préalablement 

transformée avec un plasmide portant les différents mutants de la synthétase et un plasmide pET28a 

portant un gène d’expression pour la GFP avec un codon stop TAG en position 150. Le principe de 

sélection est donc le même que celui que nous avons mis en place (section I.2.1). En pratique,  des 

précultures de leur librairie réalisées en plaques 96 puits (Deep Wells) ont été diluées au 100èmeau 

sein de nouvelles plaques (Deep Wells) dans du milieu autoinductif (milieu décrit dans la publication 

de Hammill et al.) avec l’ONpGlu à 1mM et les antibiotiques de sélection (ici Kanamycine 25µg/mL et 

Tétracycline 12µg/mL) (Hammill et al. 2007). La culture est incubée à 37°C pendant 48h et des 

mesures de fluorescence et de densité optique (600nm) sont réalisées à 24h, 36h et 48h. 

 

II. Utilisation de l’AcdK  
L’incorporation de l’ONpGlu n’a pas pu être observée, cependant un acide aminé non naturel qui 

possède une fonction aldéhyde protégée a été incorporé et ce travail a été publié courant décembre 

2016 par Wang et al. (Z. A. Wang et al. 2017). Afin de poursuivre le projet de modification de 

l’affinité d’une protéine qui reconnaît des sucres à l’aide d’un NAA, nous avons poursuivi l’étude avec 

cet acide aminé non naturel : la 4-azidobenzoxycarbonyl)-δ, ε-dehydrolysine (ici appelée AcdK). 
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II.1 Synthèse de l’acide aminé non naturel AcdK 

La synthèse de l’AcdK a d’abord été reproduite à partir du protocole décrit par Wang et al. (Z. A. 

Wang et al. 2017) par Antoine Richieux (Post-doctorant au CEISAM), puis a été monté en échelle par 

Denis Cadet (Stagiaire M1 à l’UFIP). 

 

 

Figure 130 : Schéma générale de la synthèse de l'AcdK 

Les neuf étapes nécessaires à la synthèse de l’AcdK sont présentées dans le schéma ci-dessus. Les 

étapes clés de cette synthèse sont une protection de l’amine α de l’acide L-glutamique, utilisé 

comme produit commercial de départ, pour ensuite orienter sélectivement une étape de réduction 

au DIBAL-H du δCOOH par rapport au αCOOH qui sera préalablement estérifié. Puis une élongation de 

la chaîne latérale est réalisée par l’utilisation d’un phosphonate présentant une fonction acide 

carboxylique masquée par un groupement tert-butyle (composé 4, Figure 130). Après déprotection 

sélective, cette fonction acide est soumise à un réarrangement de Curtius en utilisant l’alcool 4-

azidobenzylique pour piéger l’isocyanate intermédiaire (intermédiaire 6’, Figure 130). L’acide aminé 

non naturel cible, porteur d’une fonction aldéhyde masquée sous la forme d’énamine, est finalement 

obtenu après élimination des groupements protecteurs. La synthèse des composés a ensuite été 

validée par RMN. 

Comme montré dans la Figure 131 ci-dessous, le groupement 4-azidobenzyloxycarbonyl au 

sein de l’AcdK assure le double rôle de groupement protecteur et de gâchette réactionnelle. La 

réduction de la fonction azoture par réaction de Staudinger conduira à la formation d’une énamine 

par effet mésomère. Cette énamine n'étant pas stable dans l’eau, elle va pouvoir s’hydrolyser afin de 

donner  un δaldéhyde qui pourra être disponible pour une réaction avec le sucre ligand. 

 
Figure 131 : Schéma représentant la déprotection de la fonction aldéhyde par action du TCEP sur le groupement 4-

azidobenzyloxycarbonyl 
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II.2 Choix des protéines cibles à modifier avec l’AcdK  

Le but de ce projet est d’améliorer l’affinité de protéines reconnaissant les sucres à l’aide 

d’un acide aminé non naturel (ici AcdK). Plusieurs protéines modèles ont été choisies selon les 

critères suivants : 

-la production de la protéine cible doit être décrite chez E.coli afin de limiter les mises au points 

nécessaires 

-la structure 3D doit être disponible afin d’identifier un potentiel site d’incorporation de l’AcdK qui 

pourrait permettre une interaction avec le ligand en formant un lien covalent. Au niveau d’un site 

d’incorporation potentiel, une mutation pour un acide aminé naturel présentant une structure 

proche du NAA une fois déprotégé (ici glutamate) a été générée à l’aide de la fonction 

«Mutagenesis » sur PyMol afin d’analyser visuellement la validité de ce choix.  

-la structure 3D de la protéine doit être le moins perturbée possible par une mutation au niveau du 

site d’incorporation de l’AcdK choisi. Cela a été vérifié à l’aide d’une expérience « d’alanine 

scanning » réalisée in silico à l’aide du logiciel YASARA. Le logiciel YASARA permet de générer in silico 

des mutations alanine à chaque position de la protéine et de calculer leur impact sur la stabilité de la 

structure globale de la protéine.  

Selon ces critères, trois protéines cibles ont été sélectionnées :  

-Le CBM40 : c’était une protéine déjà étudiée au laboratoire dans le cadre d’un autre projet. Il s’agit 

du Carbohydrate Binding Module de l’enzyme NanA de S. pneumoniae. Cette protéine reconnaît 

l’acide sialique qui possède deux fonctions hydroxyles en position cis. Celles-ci pourraient former un 

lien covalent avec l’aldéhyde porté par l’AcdK. La position cible est la phénylalanine 48. 

-Le CBM32 : cette protéine correspond au Carbohydrate Binding Module (sous-unité DD2) d’une 

chitosanase issue de Paenibacillus sp. IK-5. Elle reconnaît le chitosan qui possède une fonction amine 

qui pourrait former un lien covalent avec l’aldéhyde porté par l’AcdK. Ce gène a été commandé, 

grâce à GeneScript, déjà cloné au sein du plasmide pET11a. Deux positions cibles ont été choisies : le 

glutamate 14 et la tyrosine 36. 

-L’AAL-S2 : cette protéine est une sous-unité monomérique de la protéine Aleuria aurantia lectin 

(AAL), elle a été produite pour la première fois par Olausson et al. et reconnaît le fucose, dont deux 

fonctions hydroxyles (OH en positions 3 et 4 du fucose) pourraient former un lien covalent avec 

l’aldéhyde porté par l’AcdK (Olausson et al. 2011). Ce gène a été commandé, grâce à GeneScript, déjà 

cloné au sein du plasmide pET11a. La position cible choisie est le glutamate 89. 

II.3 Incorporation de l’AcdK 

II.3.1 Protéines cibles : génération des mutants  

Afin d’incorporer l’acide aminé non naturel à une position donnée dans la protéine, un codon 

stop TAG doit être généré dans le gène codant pour la protéine cible. De plus, afin de s’assurer que 

l’effet potentiel de l’acide aminé AcdK sur l’affinité est bien dû à la fonction aldéhyde et non à un 

changement de conformation, une mutation Glutamate est également réalisée au niveau des 

positions choisies. En effet, cet acide aminé naturel est structurellement proche de l’AcdK. 

Ces mutations ont été générées avec une technique de mutagénèse par amplification par 

PCR décrite ci-dessous à partir des plasmides pET11a portant les gènes des protéines d’intérêt avec 

l'étiquette histidine en C-terminal commandés sur GeneScript. Le plasmide à modifier est amplifié 

par PCR (PCR (Phusion (Thermo Fisher F-530S), dénaturation initiale 98°C pendant 3min, 

dénaturation 98°C pendant 30sec, hybridation 58°C pendant 30sec, élongation 72°C pendant 1min, 

5cycles, ajout des primers au bout de 5 cycles, puis dénaturation 98°C pendant 30sec, hybridation 

58°C pendant 30sec, élongation 72°C pendant 1min, 25 cycles élongation finale 72°C pendant 10min, 

en utilisant les amorces n°45-56). Puis, le plasmide parental non modifié est éliminé par traitement 
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avec l’enzyme DpnI (ThermoFisher, ER1701, 10U par réaction, incubation pendant 1h30 à 37°C, puis 

inactivation par 20min à 80°C). Enfin, un dixième de la réaction de mutagénèse (soit 5µL) est 

transformé dans des bactéries DH5α ou XL1b compétentes. Les modifications sont ensuite vérifiées 

par séquençage comme décrit ci-dessus avec les amorces T7P et T7T (n°3 et 4 en annexe).  

 

II.3.2 Mutagénèse pour obtenir la synthétase spécifique à l’AcdK 

L’incorporation d’acide aminé non naturel nécessite une synthétase spécifique pour l’acide 

aminé non naturel à insérer. Cela consiste le plus souvent à des mutations au sein du site actif de 

cette enzyme. La synthétase spécifique pour l’incorporation de l’AcdK a été décrite par Wang et al. 

(Z. A. Wang et al. 2017) il s’agit de la pyrrolysyl-ARNt-synthétase de M. mazei portant les mutations 

L309T, C348G et Y384F. Ces mutations ont donc été générées par amplification par PCR à partir du 

gène de l’aaRS de M. mazei sauvage, selon la méthode décrite précédemment (section II.3.1) à l’aide 

des amorces n°57 à 62. Puis, les mutations ont été vérifiées par séquençage selon le protocole décrit 

chapitre 4, section II.3 à l’aide des amorces n°13 et 14. 

II.3.3 Production des protéines sauvages(WT) et mutants Glutamate (Glu) 

La production des protéines recombinantes sauvages (WT) et des mutants Glutamate (Glu) 

s’effectue au sein de la souche BL21(DE3) transformée avec le plasmide pET11a (conférant une 

résistance à l’ampicilline) portant les gènes codant pour les différentes formes de ces protéines. Les 

séquences plasmidiques sont présentées en Annexe 2 et 3. 

A partir d’une colonie bactérienne, une préculture est réalisée dans 5mL de milieu LB avec 

antibiotique de sélection (ampicilline 100µg/mL) et incubée sur la nuit à 37°C sous agitation. Le 

lendemain, la préculture est diluée au centième dans du milieu auto-inductif (FORMEDIUM, n° 

AIMLB0210) avec antibiotique puis la culture est incubée 24h à 37°C sous agitation.  

 

II.3.4 Production des protéines mutées avec l’AcdK 

La production s’effectue également au sein de la souche BL21(DE3) pour les protéines 

modifiées avec l’acide aminé non naturel AcdK. Au sein de la souche d’expression, deux plasmides 

ont été co-transformés : un plasmide d’expression portant la séquence de la protéine cible mutée 

avec un TAG au niveau du site d’incorporation (pET11a) et un plasmide portant les éléments 

nécessaires à l’incorporation de l’acide aminé non naturel c'est-à-dire l’ARNt et l’aaRS orthogonaux 

(pEVOL-AcdK, Annexe 2 et 3).  

A partir d’une colonie bactérienne, une préculture est réalisée dans 5mL de milieu LB en 

présence d’antibiotiques de sélection (ampicilline 100µg/mL et chloramphénicol 30µg/mL) et 

incubée sur la nuit à 37°C sous agitation. Le lendemain, la préculture est diluée au centième dans du 

milieu auto-inductif (FORMEDIUM, n°AIMLB0210) avec arabinose à 0.02% final, l’AcdK est ajouté 

goutte à goutte sous agitation jusqu’à une concentration finale de 0,5mM puis la culture est incubée 

24h à 37°C sous agitation.  

 

II.3.5 Vérification de l’incorporation de l’AcdK dans une protéine 

Des cultures sont réalisées selon le protocole précédent, avec ou sans acide aminé non 

naturel et son incorporation est vérifiée par une analyse SDS-PAGE. 

Les échantillons composés de 10µL de culture avec 5µL d’eau et 5µL de tampon de charge 

(bleu de bromophénol, SDS, et βmercaptoéthanol) sont chauffés 5min à 100°C avant d’être déposés 

sur gel d’acrylamide 12%.  
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Pour une analyse des protéines totales, le gel de SDS-PAGE est coloré dans du Bleu de 

Coomassie pendant 1h puis décoloré pendant 1h dans de l’éthanol 20%. 

Une analyse des protéines d’intérêt en Westernblot, est réalisée selon le protocole suivant. 

Le gel est transféré sur une membrane de nitrocellulose (PALL, BioTrace 66485) à l’aide d’un appareil 

de transfert (Thermo scientifique, Pierce Power Blotter), suivant le protocole de transfert des 

protéines de taille mixte (7min, 1,3A, 25V). La membrane est ensuite incubée 2h dans du TBS-Tween 

0.1%-Lait 5% pour limiter les interactions non spécifiques puis lavée dans du TBS-Tween 0,1% avant 

une incubation sur la nuit dans l’anticorps primaire souris anti-étiquette Histidine (anticorps 

monoclonal sigma H1029, concentration 1/1000, TBS-Tween 0,1%-BSA-5%). La membrane est 

ensuite lavée 3 fois avec du TBS-Tween 0,1% pendant 15min. La membrane est ensuite incubée dans 

l’anticorps secondaire (anticorps chèvre anti souris couplé à un fluorophore Alexa 680 (Invitrogen 

A21058) à une dilution 1/10 000, TBS-Tween 0,1%-BSA-5%) pendant 1h à température ambiante. 

Enfin, après 3 lavages dans du TBS-Tween 0,1% durant 15min, la membrane est lue à l’aide de 

l’appareil de lecture (Odyssey  CLX, LI-COR). 

 

II.3.6 Purification des protéines 

Les protéines recombinantes qui ont été produites lors de ce projet possèdent une étiquette 

histidine qui a été utilisée afin de les purifier sur colonne de Nickel selon le protocole suivant.  

La culture a été centrifugée à 5000g pendant 10min, puis le culot a été resuspendu dans du tampon 

de lyse (Na2HPO4/NaH2PO4 50mM, NaCl 150mM, pH8, 5mM imidazole, PMSF 0.2mM), et les cellules 

ont été lysées par sonication (5min, cycles 5sec-5sec, amplification 50%, appareil : Thermo Fischer, 

FB120-220). Le lysat a ensuite été centrifugé 30min à 10 000rpm à 4°C, puis le surnageant de lyse 

cellulaire a été filtré sur une membrane de 0,45µm avant d’être incubé 1h avec des billes de Nickel 

(Macherey Nagel, Protino) conditionnées dans du tampon (Na2HPO4/NaH2PO4 50mM, NaCl 150mM, 

pH8 imidazole 5mM). La purification a ensuite été effectuée à l’aide de différentes solutions 

contenant des concentrations d’imidazole croissantes (5mM à 300mM). Chaque fraction d’élution a 

été récupérée et pour chaque fraction un aliquot de 15µL a été analysé sur gel SDS-PAGE 12%. Les 

fractions contenant la protéine d’intérêt pure ont ensuite été dialysées dans du tampon (PBS pour la 

protéine cible CBM40 et sodium acétate 50mM pH5 pour CBM32) à l’aide de membranes de dialyses 

(tailles des pores à 6-8000 Da) afin d’éliminer l’imidazole. Les fractions ont ensuite été utilisées pour 

une validation des échantillons par spectrométrie de masse suivie d’une analyse en dichroïsme 

circulaire ainsi que pour réaliser des mesures d’affinités.  

 

II.3.7 Analyse des protéines par dichroïsme circulaire 

Après purification, les protéines cibles CBM40 et CBM32 ont été analysées par dichroïsme 

circulaire, à l’aide de l’appareil Jasco-J810. Pour avoir un signal exploitable et reproductible, les 

protéines ont été diluées pour obtenir un signal aux alentours de -20/-30 à une longueur d’onde de 

220 nm, soit une concentration de 0,25mg/mL pour CBM40 et 0,15mg/mL pour CBM32. Les mesures 

de concentrations ont été réalisées au Nanodrop en utilisant les valeurs caractéristiques des 

protéines (CBM40 : ɛ=20,340cm-1M-1 et M=23,677kDa ; CBM32 : ɛ=40,91cm-1M-1 et M=15,3kDa). Les 

signaux de différentes conditions ont ensuite été comparés par superposition des courbes obtenues. 

 

II.3.8 Mesures d’affinités par méthode BLItz 

Afin de déterminer l’effet de l’incorporation de l’AcdK au sein des protéines cibles, des 

mesures d’affinité ont été réalisées à l’aide de la technologie BLItzTM (Bio-Layer Interferometry, 
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ForteBio). Les ligands sont donc fixés à l’aide d’une liaison streptavidine biotine sur un tip, puis celui-

ci est mis en contact avec la protéine pour une phase d’association, puis dans du tampon pour une 

phase de dissociation. Les cinétiques d’association et de dissociation sont suivies en temps réel, ce 

qui permet d’en déduire une affinité. Ces phases sont déterminées grâce à des mesures basées sur le 

principe de l’interférométrie. C’est-à-dire une modification de l’onde lumineuse (déphasage, 

déviation) suite à son passage à travers l’échantillon. 

-biotinylation des sucres : 

 Afin de fixer les sucres ligands (acide sialique pour le CBM40 et chitosan pour le CBM32), sur 

les tips, ceux-ci sont biotinylés selon le protocole suivant. Deux cents milligramme de NaCNBH3 sont 

purifiés à l’aide de THF sous agitation pendant 20min afin de précipiter des contaminants. Le 

mélange est ensuite filtré puis les solvants sont évaporés afin de récupérer le NaCNBH3, sous forme 

de poudre blanche pure. Dix-huit milligrammes de biotine sont ensuite dissouts dans 420µL de 

DMSO, auquel sont ajoutés 180µL d’acide acétique glacial. Ce mélange est ensuite ajouté à l’agent 

réducteur NaCNBH3 puis chauffé 1 minute à 65°C. Enfin un milligramme de sucre (acide sialique ou 

chitosan) est mis au contact de la biotine en proportion molaire équivalente au sein d’un mélange 

acide acétique glacial/DMSO (2,3/1) pendant 2h à 65°C. Le mélange est ensuite mis au contact d’une 

membrane (Whatman QM-A-Quartz MicrofiberFilter, préalablement rincée à l’eau et à l’acétonitrile) 

pendant 15min à température ambiante, avant d’être lavée avec un mélange eau-acétonitrile (4% 

d’eau dans acétonitrile) afin d’éliminer la biotine en excès. Le sucre biotinylé est ensuite élué à l’aide 

de 4mL d’eau. Cette solution est ensuite lyophilisée puis le composé est resuspendu dans un volume 

réduit (200µL). La biotinylation des sucres est ensuite vérifiée par chromatographie sur couche mince 

(CCM, éluant pour l’acide sialique : acide acétique, butanol, eau (2/5/2), éluant pour le chitosan : 

amoniaque, acétate d’éthyle et eau (5/5/2) et révélateur : vanilline). Les sucres biotinylés sont 

ensuite stockés à -20°C avant leur utilisation pour les mesures d’affinité par BLItz.  

 

-mesures d’affinités : 

 Les tips sont d’abord hydratés pendant 10min au sein du tampon (PBS pour CBM40, et 50mM 

sodium acétate pH 5 pour CBM32).  

 -Chargement du sucre ligand : Après une étape de 30sec dans du tampon afin de définir une 

ligne de base, le tip est mis en contact avec le sucre ligand pendant 300sec pour permettre son 

association, puis est transféré dans la solution tampon pendant 300sec pour rincer les sucres non 

liés. 

 -Mesure d’affinité : Après une étape de 30sec dans du tampon afin de définir une ligne de 

base, le tip préalablement chargé par le ligand est mis en contact avec la protéine portant l’AcdK 

sous sa forme protégée pendant 150sec (étape d’association), puis transféré dans la solution tampon 

pendant 150sec afin de procéder à l’étape de dissociation. Enfin, afin de réutiliser le tip pour une 

autre expérience la protéine non dissociée est décrochée en transférant le tip dans un tampon 

Glycine 100mM à pH 2 pendant 20sec, avant d’être rééquilibré dans le tampon de référence (PBS 

pour CBM40 et 50mM sodium acétate pH 5pour CBM32) 

Les mesures d’affinités sont ensuite réitérées après exposition de la protéine avec 5mM de TCEP 

pendant 2h à température ambiante afin de déprotéger la fonction aldéhyde portée par l’AcdK 

(section II.1) 

III. Utilisation de la boronate phénylalanine 
 La synthèse de l’AcdK étant assez complexe, une stratégie basée sur la réactivité du boronate 

a été développée en parallèle. En effet, la fonction boronate peut réagir en milieu basique avec des 
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cis-diols (potentiellement présents sur des sucres ligands) afin de former des liaisons covalentes. De 

plus, l’acide aminé phényl-boronate est un acide aminé commercialement disponible qui a déjà été 

incorporé précédemment dans des protéines et pour lequel une aaRS adaptée est donc décrite 

(Chapitre 5, section IV.2.3). 

III.1 Choix des cibles 

Le but de ce projet est d’améliorer l’affinité de protéines reconnaissant les sucres à l’aide 

d’un acide aminé non naturel (ici le phényl Boronate). Les cibles ont été choisies selon la même 

démarche que décrite précédemment (section II.2) selon ces critères :  

-La GH98Sp (Glycoside Hydrolase 98 issue de S. pneumoniae) : cette protéine reconnaît le 

tetrasaccharide Lewis-Y (α-Fuc-(1→2)-β-Gal-(1→4)-[α-Fuc-(1→3)]-GlcNAc) qui possède deux 

fonctions diols (OH en 3 et en 4 du fucose) qui pourraient former un lien covalent avec l’aldéhyde 

porté par la phénylalanine boronate. Ce gène a été commandé, grâce à GeneScript, déjà cloné au 

sein du plasmide pET11a. La position cible pour cette protéine est l’histidine 479. 

-Le CLC-1 (C-type lectine domain 1 member B) : cette protéine reconnait l’antigène Tn sialilé 

(αNeu5Ac-(2-6)-αGalNAc-O-Ser/Thr) dont les deux fonctions diols portées par l’acide sialique 

pourraient former un lien covalent avec l’aldéhyde porté par la phénylalanine boronate. Ce gène a 

été commandé, grâce à GeneScript, déjà cloné au sein du plasmide pET11a. La position cible pour 

cette protéine est l’histidine 119. 

-NagBb (Alpha-N-acetylgalactosaminidase) : cette protéine reconnaît le Galactosamine (GalNAc) qui 

possède deux fonctions diols (OH en 3 et en 4) qui pourraient former un lien covalent avec l’aldéhyde 

porté par la phénylalanine boronate. Ce gène a été commandé, grâce à GeneScript, déjà cloné au 

sein du plasmide pET11a. La position cible pour cette protéine est la tyrosine 329. 

III.2 Incorporation du boronate au sein de protéines  

III.2.1 Souches et plasmides utilisés 

La production a été effectuée au sein de la souche BL21(DE3) avec les plasmides pET11a 

portant les gènes codant pour les protéines cibles et pDULE.2 ou pSB4-Bpa (plasmide fourni par 

l’équipe de Skerra (Schiefner et al. 2018)) portant les éléments orthogonaux nécessaires à 

l’incorporation de la phénylalanine boronate (aaRS spécifique et ARNt).  

 

Clonage pour obtenir la synthétase spécifique pour l’incorporation de la phénylalanine boronate au 

sein du plamide pDULE.2 : 

La synthétase spécifique pour l’incorporation du phényl-boronate a été décrite par Schiefner 

et al., il s’agit de la Tyrosyl-ARNt-synthetase issue de Methanocaldococcus jannaschii portant les 

mutations Y32S, L65A, H70M, D158S, and L162E (Schiefner et al. 2018).  

Le plasmide pDULE.2 contenant la Tyrosyl-ARNt-synthetase issue de Methanocaldococcus 

jannaschii portant des mutations spécifiques pour l’incorporation de l’azido-phénylalanine (Y32L, 

L65V, F108W, Q109M, D158G et I159P), nous a été transmis par Ryan Mehl de l’Université d’Oregon 

(Miyake-Stoner et al. 2009). Afin d’obtenir la séquence finale de l’aaRS efficace pour l’incorporation 

de la Bpa, nous avons commandé la partie de la séquence portant les mutations (E28-V166), puis 

nous avons linéarisé le vecteur pDULE.2 à l’aide des amorces n°63 et 64 par PCR (Phusion (Thermo 

Fisher F-530S), 1) dénaturation initiale 98°C pendant 10min, les étapes 2 à 4 sont répétées 18 fois : 2) 

dénaturation 98°C pendant 30sec, 3) hybridation 58°C pendant 30sec, 4) élongation 72°C pendant 

7min, puis 5) élongation finale 72°C pendant 10min). Le plasmide matrice non linéarisé est ensuite 

dégradé par traitement avec l’enzyme DpnI (ThermoFisher, ER1701, 10U par réaction, incubation 
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pendant 1h30 à 37°C, puis inactivation par 20min à 80°C). Le vecteur est ensuite déposé sur gel 

d’agarose 1%, puis purifié à l’aide du kit d’extraction de gel (QIAGEN, 28115). 

Enfin, le clonage de l’insert et le vecteur, préparés de manière à présenter des parties 

chevauchantes, est directement réalisé à l’aide du kit de Gibson Assembly (DNA SyntheticGenomics, 

GA1100). Le rapport molaire entre le vecteur et l’insert utilisé est de 1/2, et la réaction est incubée à 

50°C pendant 30min, avant de transformer 2µL (1/10ème de la réaction) au sein d’XL1b compétentes 

(méthode TSS). Le clonage a été vérifié par séquençage selon le protocole décrit chapitre 4, section 

II.3 à l’aide des amorces n°66 et 67 (annexe 4). 

 

Modification du promoteur en amont de l’aaRS spécifique pour la phénylalanine boronate : 

Etant donné que l’incorporation de la phénylalanine boronate n’avait pu être observée avec 

l’utilisation du plasmide pDULE.2-Bpa, nous avons essayé de changer le promoteur constitutif alors 

en place (Ipp) par un promoteur inductible à l’arabinose.  

Pour cela, le promoteur inductible à l’arabinose a été amplifié à partir d’un plasmide pBAD 

(disponible au laboratoire) à l’aide des amorces n°68 et 69 par PCR (Phusion (Thermo Fisher F-530S) : 

1) dénaturation initiale 98°C pendant 10min, les étapes 2 à 4 sont répétées 18 fois : 2) dénaturation 

98°C pendant 30sec, 3) hybridation 58°C pendant 30sec, 4) élongation 72°C pendant 1min, puis 5) 

élongation finale 72°C pendant 1min). Le vecteur a également été linéarisé par PCR (Phusion (Thermo 

Fisher F-530S) : 1) dénaturation initiale 98°C pendant 10min, les étapes 2 à 4 sont répétées 18 fois : 

2) dénaturation 98°C pendant 30sec, 3) hybridation 58°C pendant 30sec, 4) élongation 72°C pendant 

7min, puis 5) élongation finale 72°C pendant 10min) à l’aide des amorces n°70 et 71. Les deux 

fragments ont ensuite été déposés sur gel d'agarose 1% et purifiés à l'aide du kit d’extraction de gel 

(QIAGEN, 28115). Le clonage a ensuite été réalisé à l’aide du kit de Gibson Assembly (DNA 

SyntheticGenomics, GA1100). Le rapport molaire entre le vecteur et l’insert utilisé est de 1/2, et la 

réaction est incubée à 50°C pendant 30min, avant de transformer 2µL (1/10ème de la réaction) au sein 

d’XL1b compétentes (méthode TSS). Le clonage a été vérifié par séquençage selon le protocole décrit 

chapitre 4, section II.3 à l’aide des amorces n°66 et 63. 

 

Mutagénèse au sein des gènes des protéines cibles : 

Afin d’incorporer l’acide aminé non naturel à une position donnée dans la protéine, un codon 

stop TAG doit être généré dans le gène codant à la position choisie, soit H479TAG pour 

GH98Sp, H119TAG pour CLC1, et Y329TAG pour NagBb. Ces mutations sont réalisées avec une 

technique de mutagénèse par amplification par PCR décrite section II.3.2 à l’aide des amorces n°72-

77 (annexe 4). 

 

III.2.2 Production des protéines 

La production des protéines sauvages s’est réalisée selon le protocole décrit section II.3.3.  

Pour les protéines contenant la phénylalanine boronate, la production s’est déroulée comme 

suit. La production s’effectue au sein de la souche BL21(DE3) pour les protéines modifiées avec 

l’acide aminé non naturel Phénylalanine-boronate. Au sein de la souche d’expression, deux 

plasmides ont été co-transformés : un plasmide d’expression portant la séquence de la protéine cible 

mutée avec un TAG au niveau du site d’incorporation et une étiquette de 6 histidine en C-terminal 

(pET11a) et un plasmide portant les éléments nécessaires à l’incorporation de l’acide aminé non 

naturel (pDULE.2-Bpa ou pSB4-Bpa, Annexe 2 et 3).  

A partir d’une colonie bactérienne, une préculture est réalisée avec 5mL de milieu LB en 

présence d’antibiotiques de sélection (ampicilline 100µg/mL et Spectinomycine 50µg/mL pour 

pDULE.2 ou chloramphénicol 30µg/mL pour pSB4-Bpa) et incubée sur la nuit à 37°C sous agitation. Le 
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lendemain, la préculture est diluée au centième dans du milieu auto-inductif (FORMEDIUM, n° 

AIMLB0210) avec arabinose à 0.02% final, ainsi que de la Phénylalanine-boronate à une 

concentration de 1mM final puis la culture est incubée 24h à 37°C sous agitation.  

 

III-2-3) Vérification de l’incorporation de la phénylalanine boronate 

L’incorporation de la phénylalanine boronate est vérifiée en suivant le protocole décrit section II.3.5. 
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 Ce travail de thèse a permis le développement d'un nouvel axe au sein du laboratoire : la 

biologie de synthèse et plus particulièrement l'incorporation d'acides aminés non naturels dans des 

protéines impliquées en glycobiologie. Cette technologie repose sur la caractérisation et le transfert 

dans un organisme modèle d'aminoacyl ARNt synthétases et d'ARNt issus d'organismes orthogonaux 

afin d'installer une nouvelle voie indépendante permettant l'incorporation ciblée d'un acide aminé 

non naturel. Le transfert de ces "biobriques" au sein de l'organisme de production permet alors de 

générer des protéines artificielles n'existant pas dans le vivant. Par cette technologie, il est alors 

possible de produire des protéines aux caractéristiques uniques.  

Au cours de ce travail, nous avons pu dans un premier temps mettre au point la technologie 

d'incorporation des acides aminés non naturels au sein du laboratoire puis appliquer cette 

technologie a deux projets de recherche distincts.  

 

 Le premier axe de recherche consiste en la génération de vaccins glycoconjugués 

homogènes dont la position de greffage est maîtrisée. L'utilisation d'acides aminés non 

naturels apporte un potentiel très important pour ce type d'applications. Cependant, 

cette technologie reste encore sous-exploitée au sein de ce domaine. Nous l'avons ici 

exploitée afin de générer trois conjugués homogènes monovalents ainsi qu'un conjugué 

homogène trivalent dont les positions sont également ciblées. Ces conjugués ont ensuite 

été injectés au sein de souris afin d'en tester la réponse immunitaire. Ces travaux ont 

permis de fournir un outil efficace afin d'étudier l'impact de la position de greffage des 

oligosaccharides au sein de la protéine porteuse, ainsi que l'impact du ratio protéine / 

oligosaccharide.  

  

 Le deuxième axe de recherche étudié consiste en l'ingénierie de lectines afin d'en 

augmenter les affinités. Les acides aminés non naturels peuvent alors apporter des 

réactivités uniques mais leur utilisation lors d'ingénierie de sites de reconnaissance reste 

encore complexe. Au cours de ce travail, nous avons mis au point une méthode de 

sélection afin d'incorporer un acide aminé non naturel original. Nous avons également 

incorporé un acide aminé non naturel connu portant une fonction aldéhyde activable in 

situ au sein de deux cibles protéiques dont nous avons pu tester les affinités et enfin 

nous avons également incorporé un autre acide aminé non naturel portant une fonction 

boronate. Ces acides aminés non naturels ont un fort potentiel pour aller plus loin lors de 

l'ingénierie de lectines et cette méthodologie bénéficiera des futures avancées 

techniques.  

 

Au cours de ce travail, nous avons donc abordé l'essentiel des grandes problématiques de 

cette technologie : l'optimisation par l'étude des différents paramètres permettant l'incorporation, la 

production de protéine avec un acide aminé non naturel à une ou plusieurs positions, l'incorporation 

d'acides aminés non naturels à la surface de protéine ou au sein de sites de reconnaissance et enfin 

l'incorporation de nouveaux acides aminés non naturels avec la mise en place de méthodes de 

sélections.  

Globalement, la technologie d'incorporation des acides aminés non naturels de manière site-

spécifique permet de modifier les protéines avec une finesse inégalée afin d'en ajouter des 

réactivités uniques. Ainsi, contrairement à des méthodes chimiques moins ciblées, cette 

méthodologie permet de contrôler la position de ces modifications avec moins de limitations quant à 

la position choisie. De plus, les réactivités disponibles sont de plus en plus variées au fur et à mesure 

que de nouveaux acides aminés non naturels sont incorporés au sein de protéines. Cette technologie 
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a donc un potentiel d'applications très important au sein de différents domaines scientifiques et 

pourrait bien modifier radicalement notre vision de l'ingénierie protéique en étendant radicalement 

ses possibilités. 

 Enfin, nous pouvons souligner que cette thèse a été financée dans le cadre des "Paris 

scientifiques" de la Région qui permettent la mise en place de nouveaux axes de recherche et la 

réalisation de projets de rupture. Comme tout "Pari", il s'agit d'un risque plus ou moins maîtrisé ce 

qui peut expliquer les difficultés pour atteindre les objectifs finaux. Mais c'est également l'occasion 

d'oser travailler sur des projets plus ambitieux qui peuvent apporter de nouvelles expertises. Au 

travers de cette thèse, nous avons ainsi implémenté cette nouvelle technologie à l'UFIP, qui pourra 

donc servir aux différents projets scientifiques liés aux problématiques vaccinales ou de modification 

des protéines.  
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Annexes 

Annexe 1 : Tableau de la composition des principaux sérotypes de S. 

pneumoniae 
Sérotype Composition saccharidique 

1  

2 

 

3  

4 
 

5 

 

6B 
 

7F 

 

8  

9N  

9V  

10A 

 

11A 
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12F 

 

14 

 

15B 

 

17F 

 

18C 

 

19A 
 

20 
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22F 

 

23F 

 

33F 
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Annexe 2 : Présentation des plasmides  

Plasmide pET11a  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ce plasmide a permis la production de la mPsaA avec un tag histidine en N-terminal. Il porte un gène 

de résistance à l’ampicilline, ainsi que le gène lacI et possède l’origine de réplication pBR322. Les 

mutants K24, K213 et K229, ont été générés au sein de l’insert mPsaA sur ce plasmide. 

Ce plasmide a également été utilisé pour la production des protéines cibles CBM40, CBM32, AAL-S2, 

NagBb, GH98Sp, ainsi que CLC1. Pour cela, les gènes correspondant à ces protéines avec le tag 

Histidine présent en C-terminal ont été clonés à la place de l’insert mPsaA. Cela a conduit aux 

plasmides pEt11a-CBM40, pET11a-CBM32, pET11a-AAL(S2), pET11a-NagBb, pET11a-GH98Sp et 

pET11a-CLC1.  
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Plasmide pET24d  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ce plasmide a permis la production de la mPsaA avec un tag histidine en C-terminal. Il porte un gène 

de résistance à la Kanamycine, ainsi que le gène lacI et possède l’origine de réplication pBR322. Les 

mutants K24, K213 et K229, ont été générés au sein de l’insert mPsaA sur ce plasmide. 

Ce plasmide a également permis l’optimisation de l’incorporation de la PrK et la sélection des 

différentes synthétases. Pour cela, le gène de l’eGFP a été cloné en fusion du gène de la mPsaA. Ce 

qui a conduit au plasmide pET24d-mPSaA-GFP. Des mutations ont ensuite été générées au sein de la 

mPsaA en position K193 et K105 afin de générer les plasmides pET24d-K193GFP et pET24d-K105-

K193-GFP. 
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Plasmide pEVOL   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ce plasmide a permis l’incorporation de la Propargyl-Lysine. Il porte un gène de résistance au 

chloramphenicol, ainsi que le gène araC et possède l’origine de réplication p15a. Il porte deux copies 

de gènes de la Pyrrolysyl-tRNA synthetase sauvage issue de Methanosarcina mazei (MmPylRS), une 

sous le contrôle d’un promoteur inductible à l’arabinose (AraPro), et une sous le contrôle d’un 

promoteur constitutif (GlnS promoter). Il porte également une copie de l’ARNt ayant un codon 

complémentaire au codon TAG sous le contrôle d’un promoteur constitutif (proK). 

 Ce plasmide a également été modifié en enlevant la copie présente sous le contrôle du promoteur 

constitutif, ce qui a conduit au plasmide pEVOL-1copie.  

Ce plasmide pEVOL-1copie a ensuite été modifié de différente façon : 

-pour l’optimisation de l’incorporation de la PrK : le gène du transporteur LysP a été inséré à 

la place du gène de la Pyrrolysyl-tRNA synthetase (MmPylRS) sous le contrôle du promoteur GlnS, ce 

qui a conduit au plasmide pEVOL-1copie-LysP. 

-pour tester les différentes mutations de l’aaRS prédites pour permettre d’incorporer 

l’ONpGlu : des mutations (Y384F, Y306F, N346A/G, C348A/G et W417C/N/A) ont été générées de 

façon combinatoire au sein du sein du gène de la Pyrrolysyl-tRNA synthetase (MmPylRS), ce qui a 

conduit aux différents plasmides testés lors de la sélection. 

-pour l’incorporation de l’AcdK : les mutations L309T, C348G et Y384F ont été générées au 

sein du gène de la Pyrrolysyl-tRNA synthetase (MmPylRS), ce qui a conduit au plasmide pEVOL-AcdK 
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pDULE.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ce plasmide porte un gène de résistance à la Spectinomycine (SmR) ; ainsi que le gène araC et le 

gène de la Tyrosyl-tRNA synthétase issue de Methanocaldococcus jannaschii (MjTyrRS) portant les 

mutations nécessaires pour l’incorporation de l’azido-phénylalanine (Y32L, L65V, F108W, Q109M, 

D158G et I159P). Ce gène est sous le contrôle d’un promoteur constitutif Ipp, de même que le gène 

codant pour le tRNA ayant un codon complémentaire au codon stop TAG.  

Ce plasmide a été modifié afin de générer les mutations au sein du gène de la Tyrosyl-tRNA 

synthétase nécessaire à l’incorporaiton de la phénylalanine boronate (Y32S, L65A, H70M, D158S, and 

L162E), ce qui a conduit au plasmide pDULE.2-Bpa. 
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pSkerra-Bpa 

 

 

 

Ce plasmide porte un gène de résistance au chloramphenicol (CmR) ; ainsi que le gène la Tyrosyl-

tRNA synthétase issue de Methanocaldococcus jannaschii (MjTyrRS) portant les mutations 

nécessaires pour l’incorporation de la boronophenylanine (Y32S, L65A, H70M, D158S, L162E et 

D286R). Ce gène est sous le contrôle d’un promoteur inductif à la doxycycline (tetR/tetA), le gène 

codant pour le tRNA ayant un codon complémentaire au codon stop TAG est quant à lui sous le 

contrôle d’un promoteur constitutif (Ipp).  
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Annexe 3 : Liste des souches et des plasmides 
Souche d’expression Utilité Particularité 

BL21(DE3) Souche d’expression protéique  

B95ΔA Souche d’expression optimisée pour l’incorporation 

multiple d’acides aminés non naturels, dérivée de la 

B21(DE3) 

Gène du Releasing Factor 1 (RF1) délété, et remplacement de 95 

codons stops TAG par d’autres codons stops (TAA ou TGA) 

 

Numéro Vecteur Utilité Résistance 

1 pET11a-mPsaA Expression mPsaA avec le tag histidine en N terminal Ampicilline 

2 pET24d-mPsaA Expression mPsaA avec le tag histidine en C terminal Kanamycine 

3 pEVOL Incorporation d’acides aminés non naturels (PrK) à l’aide de la pyrrolysine 

tRNA synthétase issue de Methanosarcina mazei, issu du laboratoire de 

Lemke (EMBL) 

Chloramphenicol 

4 pEVOL-1copie Suppression de la copie de la pyrrolysine tRNA synthétase sous le contrôle 

du promoteur consitutif, simplification des procédures de clonages et 

séquençages lors de la sélection d’une nouvelle synthétase 

Chloramphenicol 

5 pEVOL-1copie-LysP Ajout d’un transporteur pour la Lysine pour augmenter l’efficacité de 

l’incorporation de la PrK  

Chloramphenicol 

6 pEVOL-AcdK Plasmide pEVOL-1copie possédant la version mutée de la tRNA synthétase 

(mutations : L309T, C3648G et Y384F) 

Chloramphenicol 

7 pET11a Plasmide également utilisé pour l’expression des protéines cibles de l’AcdK Ampicilline 



276 
 

et du Bpa, mais avec un tag histidine en C terminal 

8 pDULE.2 Plasmide portant la Tyrosyl tRNA synthetase issue de Methanocaldococcus 

jannaschii, Issu du laboratoire de Ryan Mehl (Oregon) 

Spectinomycine 

9 pDULE.2-Bpa Plasmide portant la Tyrosyl tRNA synthetase issue de Methanocaldococcus 

jannaschii, possédant les mutations : Y32S, L65A, H70M, D158S, and L162E. 

Spectinomycine 

10 pSkerra-Bpa Plasmide portant la Tyrosyl tRNA synthetase issue de Methanocaldococcus 

jannaschii, possédant les mutations : Y32S, L65A, H70M, D158S, and L162E 

issus du laboratoire de Skerra (Allemagne) 

Chloramphenicol 

11 pBAD Plasmide disponible au sein du laboratoire, à partir duquel nous avons 

amplifié le promoteur inductible à l’arabinose 

Chloramphenicol 
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Annexe 4 : Liste des amorces oligonucléotidiques 
Numéro 

amorce 

Amorce Séquence  (5’ 3’) Utilité 

1 mPsaA_XhoI_pET24d GAGACTCGAGACCGCTTTGGAAGTACAGATTTTCTTTCGC

CAGACCCTCCGCAATCT  

Amplification mPsaA pour clonage dans pET24d 

2 mPsaA_NcoI_pET24d GAGACCATGGGTAAGAAAGATACCACCAGCG Amplification mPsaA pour clonage dans pET24d 

3 T7P TAATACGACTCACTATAGG Vérification clonage dans les plasmides pET 

4 T7T GCTAGTTATTGCTCAGCGG Vérification clonage dans les plasmides pET 

5 F_K24ambre_mPsaA CCAGCGGCCAATAGCTGAAAGTGGTTG Mutagénèse pour générer un codon TAG au niveau d’un site 

d’incorporation choisi 

6 R_K24ambre_mPsaA CAACCACTTTCAGCTATTGGCCGCTGG Mutagénèse pour générer un codon TAG au niveau d’un site 

d’incorporation choisi 

7 mPsaA-K213TAG-fw CGCCATACGCCTAGCTAAAGTATTTGAACGCACCCTCGCT

GG 

Mutagénèse pour générer un codon TAG au niveau d’un site 

d’incorporation choisi 

8 mPsaA-K213TAG-rev CTTTAGCTAGGCGTATGGCGTTCCGAGCGCGTACATCTG

GGAGATTAACAC 

Mutagénèse pour générer un codon TAG au niveau d’un site 

d’incorporation choisi 

9 mPsaA_K229TAG_fw CGCAGCTTTTCCACCAGGGTCTAGATTTGCTCCGGGGTG

CCC 

Mutagénèse pour générer un codon TAG au niveau d’un site 

d’incorporation choisi 

10 mPsaA_K229TAG_rev GGGCACCCCGGAGCAAATCTAGACCCTGGTGGAAAAGC

TGCG 

Mutagénèse pour générer un codon TAG au niveau d’un site 

d’incorporation choisi 

11 pEVOL_1copie_fw  CTGCAGTTTCAAACGCTAAAT Suppression de la copie de la pyrrolysine tRNA synthétase sous le 

contrôle du promoteur consitutif 

12 pEVOL_1copie_rev ATGGGATTCCTCAAAGCGTA Suppression de la copie de la pyrrolysine tRNA synthétase sous le 
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contrôle du promoteur consitutif 

13 pEVOL1copy_seq_Fw GGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGC Séquençage de la copie restante sur le pEVOL-1copie 

14 pEVOL1copy_seq_Rev CTGCGTTCTGATTTAATCTGTATC Séquençage de la copie restante sur le pEVOL-1copie 

15 LysP-gibson-F ACGCTTTGAGGAATCCCATATGGTTTCCGAAAC Amplification du transporteur LysP pour son clonage dans pEVOL-

1copie (en méthode Gibson et méthode par Enzymes de restriction) 

16 LysP-gibson-R GCGTTTGAAACTGCAGTTATTTCTTATCGTTC Amplification du transporteur LysP pour son clonage dans pEVOL-

1copie (en méthode Gibson et méthode par Enzymes de restriction) 

17 pLysP-mut-fw GAGCTGATCGGTATTGCCGCAGGCGAGTCCG Suppression du site de restriction PstI au sein du gène LysP 

18 pLysP-mut-rev CGGACTCGCCTGCGGCAATACCGATCAGCTC Suppression du site de restriction PstI au sein du gène LysP 

19 pEVOL-aaRS-R19H-fw GTGGATGAGTCATACCGGAACCATTCATAAAATCAAACA

C 

Mutagénèse de la partie N-terminale de la pyrrolysine tRNA 

synthetase pour augmenter son affinité avec le tRNA 

20 pEVOL-aaRS-R19H-rev CCGGTATGACTCATCCACAGACCAGTAGCAGAGATCAGG

GTATTC 

Mutagénèse de la partie N-terminale de la pyrrolysine tRNA 

synthetase pour augmenter son affinité avec le tRNA 

21 pEVOL-aaRS-H29R-fw CAAACACCGCGAGGTTAGCCGTTCGAAAATCTATATTGA

G 

Mutagénèse de la partie N-terminale de la pyrrolysine tRNA 

synthetase pour augmenter son affinité avec le tRNA 

22 pEVOL-aaRS-H29R-rev CCTCGCGGTGTTTGATTTTATGAATGGTTCCGGTACGAC Mutagénèse de la partie N-terminale de la pyrrolysine tRNA 

synthetase pour augmenter son affinité avec le tRNA 

23 pEVOL-aaRS-T122S-fw CTGGAAAACTCTGAAGCAGCACAGGCACAGCCGTCTGGA

AGC 

Mutagénèse de la partie N-terminale de la pyrrolysine tRNA 

synthetase pour augmenter son affinité avec le tRNA 

24 pEVOL-aaRS-T122S-rev CTTCAGAGTTTTCCAGTGGTTTAGGGGCACGAGCAACGG Mutagénèse de la partie N-terminale de la pyrrolysine tRNA 

synthetase pour augmenter son affinité avec le tRNA 

25 F_K193ambre_mPsaA GGACAAATTTAACTAGATCCCGGCGGAGAAG Mutagénèse pour incorporation NAA en position K193 
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26 R_K193ambre_mPsaA CTTCTCCGCCGGGATCTAGTTAAATTTGTCC Mutagénèse pour incorporation NAA en position K193 

27 F_K105ambre_mPsaA CGAAGAAAACCGAAAACTAGGATTACTTCGCGG Mutagénèse pour incorporation NAA en position K105 

28 R_K105ambre_mPsaA CCGCGAAGTAATCCTAGTTTTCGGTTTTCTTCG Mutagénèse pour incorporation NAA en position K105 

29 pLibr-Y306F-fw CACCAAATCTGTTTAACTATCTGCGCAAACTGGACCGTGC

CCTGCC 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

30 pLibr-Y306F-rev GATAGTTAAACAGATTTGGTGCCAGCATAGGGCGCAGAC

AGAAGTTTTTATCC 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

31 pLibr-Y384F-fw CTGTATGGTGTTTGGCGACACCCTGGATGTCATGCACGG

CGAC 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

32 pLibr-Y384F-rev GTCGCCAAACACCATACAGCTGTCGCCCACAATTTTGAAG

TCAATGCCC 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

33 pLibr-W417C-fw CGACAAACCGTGCATCGGAGCAGGATTCGGTCTGGAAC

GCC 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

34 pLibr-W417C-rev CGATGCACGGTTTGTCGATACCCCACTCACGGTCCAGCG

GAATTGG 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

35 pLibr-W417N-fw CGACAAACCGAACATCGGAGCAGGATTCGGTCTGGAAC

GCC 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

36 pLibr-W417N-rev CGATGTTCGGTTTGTCGATACCCCACTCACGGTCCAGC

GGAATTGG 

 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

37 pLibr-W417A-fw CGACAAACCGGCGATCGGAGCAGGATTCGGTCTGGAAC

GCC 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

38 pLibr-W417A-rev CGATCGCCGGTTTGTCGATACCCCACTCACGGTCCAGC

GGAATTGG 
Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 
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39 pLibr-N346A-C348G-fw CCATGCTGGCCTTTGGCCAAATGGGTTCAGGTTGTACTC

GTG 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

40 pLibr-N346A-C348G-rev CATTTGGCCAAAGGCCAGCATGGTAAACTCCTCCAGATG

TTCTTTACCGTCGGAC 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

41 pLibr-N346A-C348A-fw CCATGCTGGCCTTTGCCCAAATGGGTTCAGGTTGTACTCG

TG 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

42 pLibr-N346A-C348A-rev CATTTGGGCAAAGGCCAGCATGGTAAACTCCTCCAGATG

TTCTTTACCGTCGGAC 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

43 pLibr-N346G-C348G-fw CCATGCTGGGCTTTGGCCAAATGGGTTCAGGTTGTACTC

GTG 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

44 pLibr-N346G-C348G-rev CATTTGGCCAAAGCCCAGCATGGTAAACTCCTCCAGATGT

TCTTTACCGTCGGAC 

Oligo dégénérés pour mutagénèse sur aaRS 

45 CBM40-F48E-fw CAGGTTGTATTCCGCCGGCGCTTTCGCGTCCGGCTTAA

ATTC 
Mutagénèse pour changer F48 en E 

46 CBM40-F48E-rev CCGGCGGAATACAACCTGTTTAGCGTGAG 

CAGCGCGACCAAGAAAG 
Mutagénèse pour changer F48 en E 

47 CBM40-F48-fw CAGGTTGTACTACGCCGGCGCTTTCGCGT 

CCGGCTTAAATTC 
Mutagénèse pour incorporation NAA en position F48 

48 CBM40-F48-rev CCGGCGTAGTACAACCTGTTTAGCGTGAGCAGCGCGACC

AAGAAAG 

Mutagénèse pour incorporation NAA en position F48 

49 CBM32-Y36E-fw GCGCCTTCCGCGCTCGCCCAACGGGTCGCCG Mutagénèse pour changer Y36 en E 

50 CBM32-Y36E-rev GCGCGGAAGGCGCGAGCCCGCAGTGGA Mutagénèse pour changer Y36 en E 

51 CBM32-E14*-fw-2 CCGCGGTCTAAATGCTGCTGGTCGCGGTCGCCTTGTTC Mutagénèse pour incorporation NAA en position E14 

52 CBM32-E14*-rev-2 GCATTTAGACCGCGGGCCACGAAGGCGACAAAGCGG Mutagénèse pour incorporation NAA en position E14 
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53 CBM32-Y36*-fw-2 GCGCCCTACGCGCTCGCCCAACGGGTCGCCG Mutagénèse pour incorporation NAA en position Y36 

54 CBM32-Y36*-rev-2 GCGCGTAGGGCGCGAGCCCGCAGTGGA Mutagénèse pour incorporation NAA en position Y36 

55 AAL-E41TAG-for GAGCTAGTTCGTTTATGATGGCAGCAAATGGATTACC 

 

Mutagénèse pour incorporation NAA en position E41 

56 AAL-E41TAG-rev CATAAACGAACTACGACAGGATGTTGTCCTTGTTCACG Mutagénèse pour incorporation NAA en position E41 

57 paaRS-L309T-fw GTATAACTATACGCGCAAACTGGACCGTGCCCTGCCTGA

TCC 

Mutagénèse pour obtenir la mutation L309T sur la tRNA synthetase 

58 paaRS-L309T-rev CAGTTTGCGCGTATAGTTATACAGATTTGGTGCCAGCATA

GGGCGC 

Mutagénèse pour obtenir la mutation L309T sur la tRNA synthetase 

59 paaRS-C348G-fw GAACTTTGGCCAAATGGGTTCAGGTTGTACTCGTGAGAA

CCTG 

Mutagénèse pour obtenir la mutation C348G sur la tRNA synthetase 

60 paaRS-C348G-rev CCATTTGGCCAAAGTTCAGCATGGTAAACTCCTCCAGATG

TTC 

Mutagénèse pour obtenir la mutation C348G sur la tRNA synthetase 

61 paaRS-Y384F-fw CTGTATGGTGTTTGGCGACACCCTGGATGTCATGCACGG

CGAC 

Mutagénèse pour obtenir la mutation Y384F sur la tRNA synthetase 

62 paaRS-Y384F-rev GTCGCCAAACACCATACAGCTGTCGCCCACAATTTTGAAG

TCAATGCCC 

Mutagénèse pour obtenir la mutation Y384F sur la tRNA synthetase 

63 pcloning-Bpa1 CAAAACCTATCGAAGCAGATTTTTCATCTTTTTTTAAAACC

TC 

Linéarisation du vecteur pDULE.2 afin de cloner une partie du gène de 

l’aaRS pour obtenir l’aaRS de Bpa 

64 pcloning-Bpa2 CATTATGAAGGCGTTGATGTTGCAGTTGGAGGGATGGA

GCAGAG 

Linéarisation du vecteur pDULE.2 afin de cloner une partie du gène de 

l’aaRS pour obtenir l’aaRS de Bpa 

66 pDULE.2 seq-fw GGCGCCGCTTCTTTGAGC Séquençage de l’aaRS (TyrRS de M.jannaschii) présente sur le 

plasmide pDULE.2 
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67 pDULE.2 seq-rev GACGGCGCTATTCAGATCC Séquençage de l’aaRS (TyrRS de M.jannaschii) présente sur le 

plasmide pDULE.2 

68 Para-fw CTGGCGCCGCTTCTTTGAGCGCTATGCCATAGCAT Récupération du promoteur arabinose sur pEVOL 

69 Para-rev ATCATTTCAAATTCGTCCATAGATCTAATTCCTCC Récupération du promoteur arabinose sur pEVOL 

70 plinear-bis-pDULE.1 GCGCTCAAAGAAGCGGCGCCAGGGTTGTTTTTCTTTTCAC

C 

Linéarisation du vecteur pDULE 

71 plinear-bis-pDULE.2 CTATGGACGAATTTGAAATGATAAAGAGAAACACATCTG

AAATTATCAG 

Linéarisation du vecteur pDULE 

72 pGH98sp-H60*-fw CCGGCTACAGTTGAATCACGGTGTACGGTTTCAGATCG Mutagénèse pour générer un codon stop TAG 

73 pGH98sp-H60*-rev GATTCAACTGTAGCCGGATGATCTGCCGAAGCGTGATGG

TGCGGCGC 

Mutagénèse pour générer un codon stop TAG 

74 pCLC1-H25*-fw GTCAGGTTCTAACGAAAGAAGCCGTAGCAGCTATCACCA

TAGTAACGC 

Mutagénèse pour générer un codon stop TAG 

75 pCLC1-H25*-rev GCTTCTTTCGTTAGAACCTGACCTGGGAGGAAA

GCAAACAGTATTGCACC 

Mutagénèse pour générer un codon stop TAG 

76 pNagBb-Y329*-fw CGTTATCCTAACCCGGCTGCGCCCAACCATCCAGGTGC

AG 

 

Mutagénèse pour générer un codon stop TAG 

77 pNagBb-Y329*-rev CCGGGTTAGGATAACGGTCATCCGGACTATCTGCCGGCG

TG 

Mutagénèse pour générer un codon stop TAG 
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Annexe 5 : Packages de Rstudio pour réaliser des plans d’expériences 
 

Commandes pour l’installation des différents packages : 

- install.packages(« DoE.base ») 

- install.packages(« FrF2 ») 

- install.packages(« DoE.wrapper ») 

- install.packages(« RcmdrPlugin.DoE ») 

- install.packages(« RcmdrPlugin.Export ») 

- install.packages(« RcmdrPlugin.FactoMineR ») 

- install.packages(« RcmdrPlugin.HH ») 

- install.packages(« RcmdrPlugin.IPSUR ») 

- install.packages(« RcmdrPlugin.SurvivalT ») 

- install.packages(« RcmdrPlugin.TeachingDemos ») 

- install.packages(« RcmdrPlugin.epack ») 

- install.packages(« RcmdrPlugin.orloca ») 

- install.packages(« Rcmdr ») 

- install.packages(« conf.design ») 

- install.packages(« lhs ») 

- install.packages(« AlgDesign ») 

- install.packages(« DiceDesign ») 

- install.packages(« rsm ») 
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Annexe 6 : Résultats d’une analyse de plan d’expérience Rstudio 
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KEYWORDS:  
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SHORT ABSTRACT:  

Genetic code expansion is applied for the introduction of an unnatural amino acid bearing a 

biorthogonal functional group on a carrier protein at a defined site. The biorthogonal function is 

further used for the site-selective coupling of a carbohydrate antigen to provide a homogeneous 

glycoconjugate vaccine. 

 

LONG ABSTRACT:  

Genetic code expansion is a powerful tool to introduce unnatural amino acids (UAAs) into proteins to 

modify their characteristics, to study or create new protein functions or to have an access to protein 

conjugates. Stop codon suppression, in particular amber codon suppression, has emerged as the 

most popular method to genetically introduce UAAs at defined positions. This methodology is herein 

applied to the preparation of a carrier protein containing an UAA harboring a bioorthogonal 

functional group. This reactive handle can next be used to specifically and efficiently graft a synthetic 

oligosaccharide hapten to provide a homogeneous glycoconjugate vaccine. The protocol is limited to 

the synthesis of glycoconjugates in a one to one carbohydrate hapten/carrier protein ratio but 

amenable to numerous pairs of biorthogonal functional groups. Glycococonjugate vaccine 

homogeneity is an important criterion to ensure complete physico-chemical characterization thereby 

satisfying more and more demanding drug regulatory agencies recommendations, a criterion which is 

unmet by classical conjugation strategies. Moreover, this protocol makes possible to finely tune the 

structure of the actual conjugate vaccine giving rise to unprecedented tools to address structure-

immunogenicity relationships. 
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INTRODUCTION:  

Glycoconjugate vaccines are essential elements of the vaccine arsenal available for the prophylactic 

treatment of infectious diseases. They are safe, well-tolerated and efficient in a broad age group 

including young infants. They provide the optimal defense against infections caused by capsulated 

bacteria like meningococcus, pneumococcus or Haemophilus influenzae type b1. Glycococonjugate 

vaccines are made of purified bacterial polysaccharides which form the capsules of bacteria or 

synthetic oligosaccharides that mimic these surface-expressed polysaccharides2 which are covalently 

linked to a carrier protein. Presence of a carrier protein is essential to promote protective humoral 

immune response directed against the antigenic determinant expressed by the carbohydrate 

antigens3. Apart from a careful selection and production of the carbohydrate antigen, the features 

known to exert an influence on the efficacy of a glycoconjugate vaccine are: the nature of the carrier 

protein, the conjugation chemistry including the nature and the length of the linker if used or the 

saccharide/protein ratio3. Obviously the positions at which the saccharide is conjugated to the 

protein as well as the number of connectivity are relevant for immunogenicity. To date, these two 

parameters have hardly been studied because the preparation of the glycoconjugates remains largely 

empirical. Their synthesis usually relies on the use of amine or carboxylic acid functions of, 

respectively, lysine or aspartic/glutamic acid side-chain residues present on the carrier protein 

sequence. This leads not to a single but to a heterogeneous mixture of glycoconjugates. Playing on 

the reactivity, accessibility or distribution of the amino acid residues in the protein gives rise to more 

defined glycoconjugates which are more reliable to document the effect of saccharide/protein 

connectivity4. A step forward towards this goal can be achieved by applying the Protein Glycan 

Coupling Technology, a recombinant process which allows the production of controlled 

glycoconjugate vaccines in cell factories 5,6. However, the glycosylation exclusively takes place at an 

asparagine residue within D/EXNYS/T sequons (whereby X is any out of the 20 natural amino acids), 

not naturally present on the carrier proteins. Site selective mutagenesis and in particular 

incorporation of cysteines to exploit their highly and selective reactivity appears as an alternative7,8. 

Production of carrier proteins incorporating UAAs in their sequence can offer even more flexibility for 

homogeneous glycoconjugate vaccine preparation. More than 100 UAAs have been developed and 

further incorporated into various proteins 9,10. Many of them contain bioorthogonal functions usually 

used to carry out Post Translational Modifications11 or to graft biophysical probes12 or drugs13 but 

which are ideal handles for further conjugation with carbohydrate antigens. Successful examples 

have been claimed by a Biotech14 using cell-free protein synthesis15 but preparation of 

glycoconjugate vaccines according to this strategy still waits for becoming popularized. Application of 

this strategy for the production of mutated carrier protein needs a modified translational machinery 

that includes a specific codon, a tRNA recognizing the codon and an aminoacyl-tRNA synthetase 

(aaRS) which specifically catalyzes the transfer of the UAA on the tRNA (Figure 1)16. Pyrrolysine 

amber stop codon suppression is one of the most widely used methods to incorporate UAA in 

particular the propargyl-lysine (PrK) 17. The later can in turn react with azido-functionalized 

carbohydrate haptens to provide fully defined, homogeneous glycococonjugates. In the present 

manuscript we describe how to synthesize the propargyl-L-lysine, an UAA carrying an alkyne handle, 

how to incorporate it into a target protein during its translation in a bacteria and finally how to 

perform conjugation between the modified protein and a hapten carrying an azide function using 

click chemistry.     
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PROTOCOL:  

1. Synthesis of the UAA: propargyl-lysine (PrK) 

 

1.1 To synthesize N -Boc-propargyl-lysine
18

 

 

1.1.1 Dissolve 500 mg of Boc-L-Lys-OH (2.03 mmol) in a mixture of aqueous 1 M NaOH 

(5 mL) and THF (5 mL) in a flask and fit the flask with a silicon septum. 

 

1.1.2 Cool the flask in an ice-bath and then add dropwise (over a 2-3 min period) using a 

microsyringe, 158 µL of propargyl chloroformate (1.62 mmol) under stirring. 

 

1.1.3 Warm the reaction mixture at room temperature and continue the stirring for 10 h. 

 

1.1.4 Cool down solutions of 50 mL of diethyl ether, 50 mL of aqueous 1 M hydrochloric 

acid and 60 mL of ethyl acetate. 

 

1.1.5 Cool the crude reaction mixture in an ice-bath and pour the mixture in a separating 

funnel. Extract the mixture with 50 mL of diethyl ether. Discard the organic layer. 

 

1.1.6 Add cautiously aqueous 1 M hydrochloric acid to the aqueous phase in the separating 

funnel. Then extract the aqueous layer twice using 30 mL of ethyl acetate. Verify the 

presence of N

-Boc-propargyl-lysine in the organic phase by TLC using CH2Cl2-

Methanol (9:1) as eluent. 

 

1.1.7 Dry the combined organic layers over MgSO4, filter-off the solid phase and 

concentrate the filtrate under reduced pressure on a rotary evaporator.  

 

1.1.8 Dissolve a sample of the crude oily N

-Boc-propargyl-lysine in deuterated chloroform 

(CDCl3) and control its identity by 
1
H NMR.  

 

CAUTION: Extraction may result in a buildup of pressure. Release any pressure buildup 

frequently. 

 

1.2 To synthesize the Unnatural Amino Acid propargyl-L-lysine (PrK) 

 

1.2.1 Introduce N

-Boc-propargyl-lysine in a round bottom flask equipped with a septum. 

 

1.2.2 Add 4 mL of anhydrous dichloromethane (CH2Cl2) into the flask under argon to 

dissolve the N

-Boc-propargyl-lysine. 

 

1.2.3 Add dropwise, using a syringe, 4 mL of trifluoroacetic acid (TFA) under stirring. 

 

1.2.4 Stir the reaction mixture for 1h at RT. Monitor the reaction by Thin Layer 

Chromatography (TLC) using CH2Cl2-Methanol (9:1) as eluent. 

 

1.2.5 Concentrate the reaction mixture under reduced pressure.  

 

1.2.6 Add diethyl ether to the crude residue and incubate it at 4°C for 1h to precipitate the 

PrK. When working on higher scale, if the PrK is not completely precipitated, triturate 
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to precipitate it and extend incubation time if needed. 

 

1.2.7 Filter the PrK in the form of a white solid on a fritted-glass. 

 

1.2.8 Dissolve an aliquot of the PrK in D2O then carry out NMR analyses to control its 

identity and purity. 

.  

1.2.9 For further use, the Unnatural Amino Acid PrK is dissolved in distilled water at a final 

concentration of 100 mM and stored at -20 °C as 1 mL aliquots. 

 

2. Production of the recombinant protein modified by PrK 

 

2.1 Plasmid preparation  

 

2.1.1 Construct an expression plasmid (pET24d-mPsaAK32TAG-ENLYFQ-HHHHHH) 

that contains the target mature Pneumococcal surface adhesin A (mPsaA) gene 

(pET24d-mPsaA-WT) followed by a Tobacco Etch Virus (TEV) Protease sequence by 

cloning the insert between the BamHI and XhoI restriction sites of the pET24d 

plasmid. This will introduce a His6 tag at the C-terminus of the protein. Replace the 

codon of Lysine-32 with the amber codon (TAG), using conventional site-directed 

mutagenesis technique. 

 

2.1.2 Construct a second expression plasmid (pEVOL-MmPylRS) containing two copies of 

the gene coding for the pyrrolysyl-tRNA synthetase from Methanosarcina mazei 

(MmPylRS) and the gene coding for the corresponding tRNA
Pyr 

as previously 

described
19

 Use this specially designed plasmid vector, pEVOL, for efficient 

incorporation of UAAs.  

 
NOTE: The detailed plasmids information is described in Supplementary MATERIALS.   

 

2.2 To co-transform plasmids into the expression strain 

 

2.2.1 Thaw a 100 µL aliquot of chemically competent Escherichia coli BL21(DE3) on ice 

during 5 min. 

 

2.2.2 Add 1 µL of each plasmid (50-100 ng of each) into the cells and incubate 30 min in 

ice. 

 

2.2.3 Transfer the 1.5mL microtube with thawed competent cells in an incubator at 42 °C 

during 45 seconds, then put it back on ice for 2 min. 

 

2.2.4 Add 900 µL of LB medium and incubate under shaking for 1h at 37°C to allow 

antibiotic expression, then plate the bacteria onto LB agar with 25 µg/mL of 

kanamycin and 30 µg/mL of chloramphenicol. Allow bacteria growth overnight at 37 

°C. 

  

2.3 To express proteins modified with PrK 

 

2.3.1 Inoculate a single co-transformed colony in 5 mL of LB medium with antibiotics (25 
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µg/mL of kanamycin and 30 µg/mL of chloramphenicol). Incubate overnight at 37 °C 

with shaking. 

2.3.2 Dilute the primary culture (5 mL) into 500 mL of auto-induction medium containing 

antibiotics, 0.02 % of L-arabinose and 1 mM of the Unnatural Amino Acid PrK and 

incubate it at 37 °C for 24 h with shaking. Include a negative control by performing 

the culture without PrK in parallel and a positive control by performing the culture of 

a clone containing the wt protein. 

 

 

2.3.3 Aliquot 5 mL out of the 500 mL culture medium and centrifuge 10 min at 5000g. 

Discard the supernatant and freeze the pellet at -20 °C.  Harvest cells from the 495 mL 

left by centrifugation at 5000g during 10 min. Discard the supernatant and freeze the 

pellet at -20 °C.  

 

2.4 Analyze crude cell extracts from the 5mL culture samples by SDS-PAGE and Western 

Blot analysis  

 

2.4.1 Resuspend 5mL cell pellets into 250 µL of lysis buffer (50 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 

150mM NaCl, pH 8, 5mM imidazole, 0.2mM PMSF) and transfer it into a 1.5 mL 

microtube. 

 

2.4.2 Lyze cells by freezing tubes in liquid nitrogen followed by thawing into a 42 °C bath 

and vortexing at high speed during 30 sec. Repeat this step 3 times. 

 

2.4.3 Centrifuge samples at 17 000g during 10 min to eliminate cell debris. 

 

2.4.4 Take 10 µL of the supernatant and add 5 µL of water and 5 µL of loading buffer 

(Bromophenol blue, SDS, β-mercaptoethanol). Heat the samples 5 min at 100 °C and 

carry out SDS-PAGE and Western Blot analyses. 

 

2.5 Protein purification by gravity flow-bench affinity chromatography using Nickel-NTA 

beads 

 

2.5.1 Resuspend the cell pellets (from 495mL culture) into 20 mL of lysis buffer (50 mM 

Na2HPO4/NaH2PO4, 150 mM NaCl, pH 8, 5mM imidazole, 0.2mM PMSF).  

 

2.5.2 Add 5 µL of DNAse I (1mg/mL) and 500 µL of lysozyme (50 mg/mL) into the 

suspension and allow lysis by incubating the suspension at 37 °C during 30 min.  

 

2.5.3 Sonicate the cells during 5 min (cycles of 5 sec-5 sec, amplitude 50%) and then 

remove the cell debris by centrifugation at 20 000 g during 30 min followed by 

filtration on 0.45 µm filter. 

 

2.5.4 Add Ni-NTA resin to the suspension (500 µL for 500 mL of cell culture) and mix 

gently at 4 °C for 1 h. 

 

2.5.5 Pour the suspension into a polypropylene column and collect the unbound fraction. 

 

2.5.6 Wash the resin with 10 mL of washing buffer containing 50 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 

150 mM NaCl, 10 mM imidazole. Wash the resin a second time with 5 mL of washing 
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buffer (50 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 150 mM NaCl, 20 mM imidazole). Collect the 

wash fractions. 

 

2.5.7 Elute the his-tagged protein with 1 mL of elution buffer (50 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 

150 mM NaCl, 300 mM imidazole). Repeat this step 4 times and collect all the elution 

fractions. 

 

2.5.8 Analyze the crude lysate as well as the 7 purification fractions by SDS-PAGE on 12% 

acrylamide gel.  

 

2.5.9 Combine the fractions containing pure His-tagged protein and dialyze it against 1 L of 

TEV protease buffer (50 mM Tris-HCl, 0.5 mM EDTA, pH 8) overnight by using a 

dialysis membrane (cut-off MW 6000-8000 Da). Measure the concentration of the 

protein at 280nm with a molar extinction coefficient of 37 360 cm
-1

.M
-1

 and a 

molecular weight of 34.14 KDa for mPsaA.   

 

3. Removal of the histidine tag by TEV protease digestion 
 

3.1 Collect the protein sample into a 50mL tube and add TEV buffer (50 mM Tris HCl, 

0.5 mM EDTA, pH 8) up to 1 mL at a concentration of 2 mg/mL. 

 

NOTE: the concentration may vary according to previous results. Protein concentrations that 

we have tested are in a typical 2-3 mg/mL range. 

 

3.2 Add 100 µL of TEV protease (you need to add 1 µL containing 10 units of TEV 

protease for 20 µg of protein to digest). 

 

3.3 Add 50 µL of 0.1 M dithiothreitol (DTT). 

  

3.4 Complete with TEV buffer (50 mM Tris HCl, 0.5 mM EDTA, pH 8) up to 5 mL. 

 

3.5 Incubate overnight at 4 °C with slow shaking. 

 

NOTE: If digestion is not complete, add more TEV protease, incubate for longer time or at 

higher temperature up to 30 °C.  

 

3.6 Dialyze the digested protein to remove EDTA at 4 °C overnight by using a dialysis 

membrane (cut-off 6000-8000 Da) against phosphate buffer (50 mM 

Na2HPO4/NaH2PO4, 150 mM NaCl, 5 mM imidazole). 

  

3.7 To eliminate the TEV protease and the undigested protein, incubate the mix with Ni-

NTA beads and mix gently for 1 h at 4 °C. 

 

3.8 Pour the suspension into a polypropylene column. Collect the unbound fraction and 

wash the column with 5 mL of washing buffer (50 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 150 mM 

NaCl, 10 mM imidazole) 

 
NOTE: the protein of interest should be recovered in the unbound and washing fractions. 
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3.9 Elute the TEV protease and the undigested protein by adding 5 mL of elution buffer 

(50 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 150 mM NaCl, 300 mM imidazole) on the column. 

Check the fractions for protein contents at 280 nm and by SDS-PAGE analysis. 

 

3.10 Check the efficiency of the digestion by loading digested samples on an SDS PAGE 

with the undigested protein as a control. 

 

3.11 Dialyze the digested protein against 1L of Click buffer (50 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 

pH8) at 4 °C overnight with a dialysis membrane (cut-off 6000-8000 Da) to remove 

imidazole as well as to exchange the buffer, and measure the concentration of the 

protein at 280nm with molar extinction coefficient and molecular weight of mPsaA 

(37 360 cm
-1

.M
-1

 and MW 34.14 KDa).   

 

4. Assessment of the Unnatural Amino Acid propargyl-lysine accessibility and 

functionality for click chemistry 

 

To conjugate the mPsaA with 6-hexachloro-fluorescein-azide (The protocol is essentially the 

one described by Presolski et al. in 2011
20

 for click chemistry). 

 

4.1 Take 432.5 µL of PrK-mutated protein at a concentration of 57.8 µM into a 2 mL 

Microtube tube. 

 

NOTE: A minimum concentration of 2 µM of alkyne is acceptable, if the protein 

concentration is lower, concentrate it with a centrifugal concentrator or favor the balance of 

the reaction by increasing azide/alkyne molar ratio. 

  

4.2 Add 10 µL of 5 mM 6-hexachloro-fluorescein-azide then add a premix of 2.5 µL of 

CuSO4 solution at 20 mM and 7.5µL of tris(benzyltriazolylmethyl)amine (THPTA) at 

50 mM (stock solutions concentrations). 

 

4.2.1 Add 25 µL of aqueous 100 mM aminoguanidine hydrochloride. 

 

4.2.2 Add 25 µL of 20 mg/mL an extemporaneously prepared aqueous solution of sodium 

ascorbate. 

 

4.2.3 Close the tube, mix by inverting several times and incubate at room temperature for 2 

h. 

 

4.2.4 Stop the reaction by adding 50 µL of 0.5 M EDTA. 

 

4.2.5 Take 15 µL of the reaction mixture and put it a microtube, add 5 µL of loading buffer 

(Bromophenol blue, SDS, β-mercaptoethanol), heat the mixture at 100 °C for 5 min, and 

then load it into a 12% acrylamide gel. After migration, visualize the fluorescent 

conjugate on the gel under UV light at 312nm. 

 

5. Conjugation of mPsaA with an azido-functionalized carbohydrate antigen 

(Pn14TS-N3) by click chemistry 

 

5.1 Coupling 
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5.1.1 Take 432.5 µL of PrK-mutated protein at 57.8 µM into a 2 mL microtube tube. 

 

5.1.2 Add 10 µL of 5 mM Pn14TS-N3
21

 in water then add a premix of 2.5 µL of CuSO4 

solution at 20 mM and 7.5µL of THPTA at  50 mM. 

 

NOTE: synthesis of Pn14TS-N3, a tetrasaccharide mimicking the Streptococcus pneumoniae 

serotype 14 capsular polysaccharide, has been described in reference 21. Theoretically, any 

carbohydrate antigen containing an azide function can be used. 

 

5.1.3 Add 25 µL of 100 mM aminoguanidine hydrochloride. 

 

5.1.4 Add 25 µL of 20 mg/mL extemporaneously prepared aqueous solution of sodium 

ascorbate. 

 

5.1.5 Close the tube, mix by inverting several times and incubate at RT during 2 h. 

 

5.1.6 Stop the reaction by adding 50 µL of 0.5 M EDTA. 

 

5.1.7 Take 15 µL of samples and analyze by SDS-PAGE. 

 

5.2 Gel filtration purification of the glycoconjugate  

 

5.2.1. Purify the glycoconjugate by applying it to a steric exclusion agarose column (15 

× 600 bed dimensions, 3,000-70,000 fractionation range), equilibrated with 100 mM 

PBS buffer, pH 7.3 at a 0.8 mL/min flow with detection at 280 nm.  

 

5.2.2. Collect the fractions containing the glycoconjugate. 

 

NOTE:  For prolonged storage, dialyze the glycoconjugate against 1 L of H2O twice for 2 h 

and then overnight at 4 °C by using dialysis membrane (cut-off Mw 6000-8000 Da), then 

freeze-dry and store the glycoconjugate at -80 °C.  

 
 

REPRESENTATIVE RESULTS:  

In this project, a homogeneous glycoconjugate vaccine was prepared using the amber stop codon 

suppression strategy to introduce an UAA at a defined site (Figure 1). Pneumoccocal surface 

adhesion A was selected as the carrier protein moiety. This protein is highly conserved and expressed 

by all strains of Streptococcus pneumoniae22. It is highly immunogenic and previously used as a 

carrier in pneumococcal vaccine formulations23,21 As a proof-of-concept, the UAA propargyl-lysine 

efficiently charged by the wild type pyrrolysyl-tRNA synthetase (PylRS) / tRNA pair of the archaea 

Methanosarcina mazei was investigated. The propargyl-lysine is commercially available but can be 

advantageously prepared from Boc-L-lysine in only two synthetic steps (Figure 2). An amber codon 

was generated at a desired position in a pET24d plasmid containing the mPsaA gene. This plasmid 

was co-transformed with a pEVOL plasmid (a kind gift from Edward Lemke (EMBL)19 containing 

orthogonal tools necessary to incorporate the propargyl-lysine, into competent E. coli BL21(DE3) 

strain. Positive co-transformed clones were selected using kanamycin 25µg/mL and chloramphenicol 

30 µg/mL. The plasmid pEVOL contains originally not one but two copies of the gene coding for 

MmPylRS to incorporate the propargyl-lysine residue: the first copy is under the control of a 
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constitutive promoter while the expression of the other one is inducible in the presence of 

arabinose. However, we have noticed no dramatic decrease of propargyl-lysine incorporation if the 

MmPylRS gene under the control of constitutive promoter is suppressed. 

 

The propargyl-lysine was introduced at position 32 in replacement of a lysine near the N-terminus of 

the PsaA. Any residue which side-chain is surface-exposed can virtually be exchanged in view of 

carrying out further conjugation. The mutated protein was produced in its mature form (mPsaAK32PrK) 

with inclusion of a cleavable 6-histidine tag sequence at its C-terminus. The efficiency of the 

mPsaAK32PrK production was checked by SDS-PAGE and Western Blot analysis using anti-Histidine tag 

antibody, when growth was performed in the presence or the absence of the UAA propargyl-lysine 

and in comparison with the production of the wild type mPsaA (Figure 3). Visualization revealed a 

protein band at an expected molecular weight (Lanes 4 Figure 3A & 3B). Presence of a full-length 

protein strongly indicates the successful incorporation of the PrK into mPsaA. The intensity is, 

however, lower than that observed for wild type mPsaA (Lanes 2 Figure 3A & 3B). Leakage – i.e. 

production of the full length protein without incorporation of the UAA – and premature release of 

the protein by the Release Factor RF1 during translation are two main drawbacks frequently 

encountered during this process. On one hand, no band at the expected molecular weight is 

visualized in the absence of propargyl-lysine meaning that no leakage occurred (Lanes 3, Figure 3A 

and 3B) and indirectly confirmed that the band observed on Lanes 4 corresponds to mPsaAK32PrK. On 

the other hand, no band can be seen at low molecular weight that could correspond to the truncated 

form of mPsaA (Lane 4 on Figure 3A).. The mPsaAK32PrK was then purified by affinity chromatography , 

with a typical yield of 8 mg/L (in comparison of 12-20 mg/L for the wild type protein)and the 

incorporation of the propargyl-lysine residue was finally confirmed by mass spectrometry (Figure 

4A). The histidine tag was removed upon proteolytic cleavage using TEV protease (Figure 4B). The 

stability of the mPsaAK32PrK thus obtained was assessed by circular dichroism which showed the 

structure of the protein was not disturbed by the mutation of the Lysine 32 into a propargyl-lysine 

(data not shown). 

 

Having the mPsaAK32PrK, the reactivity of the alkyne for click chemistry was assessed using an azido-

functionalized fluorescein and further used to conjugate a synthetic oligosaccharide antigen β-2-

azidoethyl D-Galp-(1→4)-β-D-Glcp-(1→6)-[β-D-Galp-(1→4)]-β-D-GlcpNAc (Pn14TS) (Figure 5). This 

tetrasaccharide is related to the S. pneumoniae type 14 capsular polysaccharide and has previously 

been conjugated to mPsaA using different conjugation chemistries24,21,8. Experiments here were done 

in comparison with wild type mPsaA as a control. The histidine tag was first removed upon 

proteolytic cleavage using the TEV protease. The digested mPsaAK32PrK and mPsaA WT were then 

conjugated to the fluoroprobe (Figure 6A) or Pn14TS (Figure 6B). The reaction was assessed by SDS-

PAGE. The small increase in the molecular weight of the sample between lane 6 and 7 (Figure 6B) 

indicates a successful conjugation with the tetrasaccharide Pn14TS. Finally the glycoconjugate was 

purified by gel filtration and its identity confirmed by mass spectrometry (Figure 6C). The conjugation 

by click chemistry being quantitative the majority of the mPsaAK32PrK was conjugated with the 

Pn14TS-N3 as illustrated by the mass spectrometry results (Figure 6C). 
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Figures :  

 

Figure 1 Incorporation of propargyl-lysine (PrK) into mPsaA during translation using an orthogonal 

pyrrolysyl-tRNA synthetase/tRNA pair and TAG codon reassignment. 25 During translation, 

endogenous synthetases catalyze the link between amino acids and corresponding tRNAs. Then, 

loaded tRNAs are used by the ribosomal machinery to generate the neo-synthesized polypeptide. 

According to the amber stop codon suppression strategy, an orthogonal aminoacyl-tRNA synthetase 

(aaRS) (herein a pyrrolysyl-tRNA synthetase from M. mazei), loads an UAA (herein PrK) on its cognate 

tRNA which designed anticodon can read the amber stop codon (TAG) on the mRNA. This specific 

recognition directs the incorporation of the UAA into the specific site on the target protein. Figure 

reproduced from Wang et al. 25  
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Figure 2 Propargyl-lysine synthesis 

(A) Steps of propargyl-lysine synthesis. Insert: Monitoring of the deprotection of Boc-L-Lys(prop-2-

ynyloxycarbonyl)-OH intermediate: thin-layer chromatography on 0.25 mm silica gel plates with 

fluorescent indicator (GF254) and visualised by charring with vanillin in sulfuric acid/ethanol (1.5:95 

v/v); eluent: CH2Cl2/MeOH (9:1), left lane: Boc-L-Lys(prop-2-ynyloxycarbonyl)-OH (Rf 0.90), right lane: 

crude propargyl-lysine, (Rf 0.38). 400 MHz 1H (B) and 13C NMR spectra (C) of propargyl-lysine 

recorded in D2O. 
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Figure 3 Analysis of crude cell samples 

SDS-PAGE analysis (A) and Western blot analysis (B) on crude cell samples. Lane 1: unstained protein 

marker; Lane 2: crude cell extract of wild type mPsaA; Lane 3: crude cell extract of mPsaAK32TAG grown 

in the absence of PrK; Lane 4: crude cell extraction of mPsaAK32TAG grown in the presence of PrK. 

Conditions: 12% acrylamide gel, running at 100 V, 2 h. SDS-PAGE stained by Coomassie blue; 

WesternBlot revealed using anti-histidine tag antibody and secondary antibody coupled with 

AlexaFluor680. 
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Figure 4 : Histidine tag removal and mass spectrometry analysis 

A) SDS-PAGE analysis. Lane 1: unstained protein marker; Lane 2: undigested WT mPsaA; Lane 3: TEV 

digested WT mPsaA; Lane 4: undigested K32PrK mPsaA; Lane 5: TEV digested K32PrK mPsaA; 

Conditions: 12% acrylamide gel running at 100 V  for 2 h, and stained by Coomassie blue; MALDI-TOF-

MS spectra of (top) mPsaA WT, theoretical MW 33 103 Da, found 33 105 Da and (bottom) mPsaA 

K32PrK, theoretical 33 184 Da, found 33 192 Da. The found masses are within the expected margin 

error. 
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Figure 5 Schematic representation of the conjugation strategy by click chemistry 

 A single tetrasaccharide bearing an azide is specifically coupled to its complementary biorthogonal 

alkyne group on mPsaA K32PrK (mPsaA representation based on the 1PSZ PDB file, with a resolution 

of 2.0 Å26). 

 

 

Figure 6 Histidine–tag digestion and conjugation of mPsaA with fluorescein-N3 (A) and with Pn14TS 

(B) 

SDS-PAGE (A) Lanes 1-3: WT mPsaA; Lane 4-6: mPsaAK32PrK; (B) Lane 1: unstained protein marker; 

Lane 2-4: WT mPsaA; Lane 5-7: mPsaAK32PrK. 2 µg protein sample/lane, 12% acrylamide, 100V, 2 h; (C) 

MALDI-TOF-MS spectra of the Pn14TS-mPsaAK32PrK theoretical MW 34 091 Da, found 34 088 Da. 
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DISCUSSION:  

Site-directed mutagenesis is a straightforward strategy to incorporate specific amino acids at a 

defined position of a protein which remains barely used with the aim of preparing glycoconjugate 

vaccines7,8,14. “Classical” mutagenesis based on the 20 natural amino acids approach is highly efficient 

since no modification of the translation machinery is required. Cysteine mutations are usually 

targeted to further explore the unique thiol reactivity either directly or in two steps e.g. after its 

modification into a dehydroalanine intermediate, a strategy called post-translational 

mutagenesis27,28. Genetic code expansion is perhaps even more attractive and flexible since it allows 

the direct incorporation of a wide range of UAAs with diverse functionalities9,10. While several UAAs 

can be incorporated simultaneously within a protein29, the number of mutations is usually more 

limited. We herein applied the related amber stop codon strategy to introduce a single propargyl-

lysine in a carrier protein. The incorporation can take place at any position provided the side-chain of 

the initial amino acid was surface-exposed, a criterion easily determined from X-ray crystallographic 

structures or in silico modeling. Moreover it is not limited to propargyl-lysine but can be extended to 

any UAA functionalized with a biorthogonal function which will later serve as an anchor to graft the 

incoming carbohydrate antigen and for which an orthogonal aaRS / tRNA pair exists. 

 

One of the drawbacks of the strategy is the possible production of truncated protein, resulting from 

the release of the peptidyl side-chain when reading the amber stop codon, as a side-product. Even if 

we did not observe any truncated form here (probably degraded by the bacteria because of it very 

small size) a histidine tag has been added at C-terminus of the protein to facilitate the purification of 

the expected full-length mutated protein from impurities and noticeably from the truncated protein 

(which by essence does not express the histidine tag sequence). This can become essential if the UAA 

incorporation is carried out near the protein C-terminus since purification cannot be attempted using 

alternative chromatography techniques like gel filtration. 

For most applications removal of the histidine tag is not mandatory. However, it may be useful 

regarding the design of glycoconjugate vaccine as part of the immune system may be diverted 

against the tag sequence. For this proof-of-concept we inserted an amino acid length sequence 

specifically cleaved by the TEV protease which leaves five extra amino acids on the carrier protein 

after digestion.  

 

The conjugation step between the alkyne of the propargyl-lysine and a representative synthetic 

oligosaccharide Pn14TS related to a pneumococcal capsule and bearing a complementary azide was 

carried out according to a click chemistry protocol reported by Presolski et al. 20 If necessary, 

completion of the reaction can easily be reached by increasing the reaction time or by modifying the 

ratio between the alkyne, azide and copper reactants and reagents. Copper salts are eliminated by 

treatment with excess EDTA followed by a short purification by steric exclusion chromatography.  

The glycoconjugate obtained with the technique described in the present work can then be used to 

immunize mice. Having such fully-defined and easily modulated glycoconjugate in hands provides 

unvaluable tools to evaluate the impact of the hapten/protein carrier connectivity on the immune 

response8. Since increasing the hapten/protein ratio is often correlated with enhanced anti-hapten 

humoral response when using short haptens, 30 one might be interested in testing conjugates with 

multiple haptens. The incorporation of multiple UAAs however needs some adjustments of the 
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protocol as the incorporation of an UAA in the protein tends to decrease the yield of protein 

production due to the RF1 activity. 

In definitive, this method is a powerful tool to gain access to homogeneous glycoconjugate vaccines 

facilitating their physico-chemical characterization and further carbohydrate antigen/carrier 

connectivity-immunogenicity relationship studies.  
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Titre : Développement de méthodes de biologie synthétique appliquées à la génération de vaccins 
glycoconjugués contrôlés et à la modification des capacités de reconnaissance de protéines. 

Mots clés : Incorporation d’acides aminés non naturels, Vaccins glycoconjugués, Lectines 

Résumé :   
Au cours de cette thèse, nous avons 

mis en place une technologie d'incorporation 
d'acides aminés non naturels de manière site-
spécifique au sein du laboratoire et l’avons 
appliqué à deux problématiques.  

Les vaccins glycoconjugués actuels ne 
couvrent que 13 des 97 sérotypes de 
Streptococcus pneumoniae. L'utilisation d'une 
protéine porteuse immunogène permet d'élargir 
la couverture sérotypique en couplant 
l'utilisation d'antigènes polysaccharidiques avec 
des antigènes protéiques. Cependant, les 
méthodes de conjugaison actuelles ne 
permettent pas l'étude de l'association optimale 
entre ces deux antigènes. Dans une première 
partie, nous avons généré différents vaccins 
glycoconjugués homogènes en incorporant la 
Propargyl-Lysine dans la protéine porteuse du 
pneumoncoque (mPsaA) afin de maîtriser la  
position ainsi que le nombre des haptens. 

 
Les lectines reconnaissent leur ligand 

saccharidique avec une très bonne spécificité 
mais avec une affinité généralement faible. 
Dans une seconde partie de la thèse, nous 
nous sommes intéressés à l'incorporation 
d'acides aminés non naturels permettant de 
former des liaisons covalentes avec les sucres 
et ainsi augmenter les forces d’interaction 
entre des lectines et leurs ligands. Nous avons 
tenté d'incorporer un premier acide aminé non 
naturel original sans succès. Mais deux autres 
ont pu être incorporés, dont l'un d'eux au sein 
de 2 cibles protéiques, en quantité suffisante 
pour réaliser des tests d'affinité. 

Cette thèse a donc permis la mise en 
place d’un nouvel axe technologique au sein 
du laboratoire et d’en explorer des applications 
potentielles.  

 

Title :  Development of synthetic biology techniques applied to generate defined glycoconjugate 
vaccines and to broaden the recognition properties of proteins 

Keywords : Unnatural amino acid incorporation, glycoconjugate vaccines, Lectin engineering 

Abstract :   
In this thesis, we set up the technology 

of non natural amino acids site-specific 
incorporation in the laboratory and we applied it 
to two projects. 

Current glycoconjugate vaccines cover 13 out 
of 97 serotypes from Streptococcus 
pneumoniae. Using an immunogenic carrier 
protein could allow to boarden this efficiency by 
coupling carbohydrate antigens with protein 
antigens. However, currently used conjugation 
methods do not allow to study the optimal 
association between these two antigens. In a 
first part of the thesis, we generated different 
homogenous glycoconjugate vaccines using 
Propargyl-Lysine incorporation into a 
pneumococcal carrier protein (mPsaA) to  
master hapten positions on the protein as well  

 

 
as their number. 

Lectins recognize their carbohydrate 
ligand with a high specificity but usually with a 
low affinity. In a second part of the thesis, we 
focused on the incorporation of unnatural 
amino acids which can form covalent link with 
carbohydrates to increase the interaction 
forces between the lectins and their ligands. 
We first tried to incorporate an original amino 
acid without success. However, two others 
were incorporated, with one of them in two 
target proteins, with sufficient yield to perform 
affinity measurements. 

To conclude, during this thesis we have 
implemented a new technology in the 
laboratory which allows exploring its potential 
applications. 
 

 


