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But du travail

L’élastine reste a I'heure actuelle une moléculéicile a étudier par les méthodes
expérimentales. Les outils de modélisation molémilae révelent alors trés utiles pour
dégager des informations structurales et dynamitargsa I'échelle atomique qu’a I'échelle

du résidu et du peptide.

L’étude par bloc de la tropoélastine a ouvert uangh d’application tres large
permettant d’envisager notamment I'utilisation detifs d’élastine comme biomatériau ou
son implication dans des voies de signalisatiofislages dans des processus pathologiques.
La mise en évidence d’'un comportement amyloidesdgaences du type XGGZG, X, Z=Val,
Leu, a encore élargi les facettes de la moléculis smuléve aussi de nouvelles hypotheses
guant a son réle au cours du vieillissement. Laatarisation expérimentale des exons 28 et
30 de la tropoélastine nous a incités a nous femadiur le motif XGGZG par une approche de
dynamique moléculaire. Ce travail a consisté danpramier temps a étudier le motif initial
XGGZG avec toutes les permutations possibles ddugwaline et leucine. L'objectif est
alors d’évaluer le comportement des peptides isatésolution, de vérifier le comportement
caractéristique de la tropoélastine en coude glissghénoméne qui est de premiére
importance dans les mécanismes d’élasticité, etoteparer si possible avec des données
expérimentales comme le dichroisme circulaire owibidimétrie. De plus, sur la base d’un
modele tridimensionnel du peptide VGGLG proposé par Mercato et coll (Del Mercato,
Pompa et al. 2007), nous avons simulé ce systerapmiguant des contraintes sur le peptide
afin d’étudier le comportement de molécules d’eatoar de ce peptide. En effet, le modele
proposé ne comporte que 10 molécules d’eau, naussainsi voulu vérifier la validité d’'un

tel modeéle.

La suite de ce travail était d’étudier le compomreimde ces mémes peptides en
répétant le motif consensus (2 et 3 fois), lesigeptétudiés faisant alors 10 ou 15 résidus.
L’objectif était alors d’évaluer I'impact de l‘allgement de la séquence sur la dynamique du
peptide et de se rapprocher des conditions nécesdaine vingtaine de résidus) mais non
suffisantes a I'obtention d’'agrégats de type antoBur la base des résultats que nous avons
obtenus, il a été décidé deffectuer des simulatidiun systeme contenant 27 copies du
peptide (VGGVG] en présence ou non de cholestérol, facteur faudri&apparitionin vitro

d’agrégats de type amyloide.
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Notre attention s’est aussi portée sur I'étudeedems 28 et 30 entiers tout en sachant
gue la tropoélastine appartient a la famille destines peu structurées, que pour de
nombreux exons les structures observées sont fydadasitoires et en équilibre. De plus, le
repliementin silico de tels exons n'apparait pas envisageable. E@fitaille méme des exons
(24 et 25 résidus respectivement) approche lestdimdes méthodes de dynamique

moléculaire employées pour des systemes étendus.

L’agrégation des peptides quel qu’ils soient, iecliapparition d’un noyau stable
présentant une structuration en feuillgt®ans le but d’évaluer I'effet d’'un environnemg@nt
sur la dynamique du peptide VGGVG, nous avons géaline simulation de ce peptide en

présence d’'un plancher virtuellement infini de gIBGVG).

D’un point de vue biologique, nous avons voulu é&udimpact d'agrégats formés a
partir de I'exon 30 sur la prolifération de celsileusculaires lisses issues d’aortes humaines.
En effet, quelles voies de signalisation pourraigmge en jeu au cours d’'une agrégation
hypothétique d’élastine dans des cellules en comp@enanent avec cette macromolécule ?
Cette partie du travail n'a pas permis d’obtenirégultats concluants et fait surtout I'objet de

perspectives.
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I. STRUCTURE DES PROTEINES :

1. Structure primaire :

La structure primaire (ou séquence) des protéirmsespond a lI'enchainement
successif des acides aminés (ou résidus) reliés enk par une liaison covalente, la liaison

peptidique. La formule générale est la suivante :

H

0 0
a) | b) P P
C H,N C
H>N-C,-COOH KANEAN IN /0N
| CH OH 4 CH OH
| |
R Ry R,
H,0
c) 0 0O R
| | I |
CH C H
NN /N <—>H2N\/\/\//
CH N, CH Co
| | | | OH
H R, H

Figure 1: a) Formule génrale d’'un acide aminé. b) Réaction de formation de la liaison
peptidique. c) Forme mésomere de la liaison peptidique.

La formation de la liaison peptidique résulte de r&action entre la fonction acide
carboxyliqgue du premier résidu et la fonction amuhe deuxieme résidu en libérant au

passage une molécule d’eau.

Les acides aminés sont au nombre de vingt (Figuet different par la nature de la chaine
latérale R portée par leaC apolaire, polaire, ionisable ou non. Par coneentl’écriture

d’'une séquence protéique se fait dans le sensmirtakvers C-terminal.

La résonance entre la double liaison C=0 et lasdiaisimple C-N confere a la liaison
peptidigue un caractére partiel (~40%) de liaisonlde et un aspect plan pour les six atomes

qui la compose.
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%Xﬁ

[ alanine (A) ][ arginine (R) ][ asparagme(N) aspartate (D) cystéine (C) ]
[ glutamine (Q) ][ glutamate(E) ] [ glycine (G) histidine (H) isoleucine (1) ]

[ leucine (L) ][ lysine (K) ][ méthionine ][phénylalanine(F) ][ proline (P) ]

[ sérine (S) ][ thréonine (T) ][tryptophane (W) ][ tyrosine (Y) ][ valine (V) ]

Figure 2 : Structure des 20 acides aminés. Par convention, 'oxygéne est représenté en
rouge, I’azote en bleu, le carbone en gris et 'oxygéne en blanc, le soufre en jaune.
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2. Structure secondaire :

a. Introduction :

La structure secondaire décrit le repliement latsd résidus au sein de la séquence
protéigue. Cet agencement se fait via les rotataes acides aminés autour de la liaison
peptidique, résulte d’interactions stérique et tébstatique, tout en étant stabilisé par des
liaisons hydrogene. On définit autour de la liaipaptidique les angles diédreqC-N-Co-

C), vy (N-Ca-C-N), etw (Ca-C-N-Ca) (Figure 3).

Figure 3 : Localisation des angles diedres ¢, {J, w.

La liaison peptidique étant plane, ne peut prendre que des valeurs proches de +d80 ;
parlera alors de configuratidnans. Cette conformation est la plus favorable d’'unnpale
vue énergétique de par la moindre répulsion eegegtoupes portés par le.Dans de rares
cas,» adopte une valeur proche de 0°, on parlera alersathfigurationcis. Le cas de la
proline est un peu particulier (Figure 4) car laidon @-N fait partie du cycle et les
configurationscis et trans sont proches en énergie. Ainsi on retrouve envé%hn decis-

proline dans les protéines globulaires.

) o
Ca l\\l \Cv Ca I\\] \Cl3
/ !
Ca\CB CS\C’Y
/

Figure 4 : Isomerisation de la proline : a) Conformation
trans. b) Conformation cis.

7
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BN

La rotation autour des angles et y s’effectue librement (de -180° a +180°) mais seuls
guelques couples de valeurs sont explorés notamemerdison de I'encombrement stérique
di aux chaines latérales défavorable en énergiglylcine constitue a ce titre un cas a part
car la nature de sa chaine (R=H) autorise une gtaade latitude et donc une grande
flexibilité. La représentation en deux dimensioespcen fonction dey définit un diagramme
de Ramachandran (Ramachandran, Ramakrishnan E2G8) (Figure 5). Principalement 2
zones sont explorées et permettent de décrire jeuneapartie des conformations adoptées
par les résidus dans les protéines : les hélicg¢g=-47°) et les feuilletf (p=+113° ou

+135°).

a) b)
180 polyproline helix ¢ 4
collagen helix ™ 5 5
hélice a -57 -47
antiparallel B sheet — S 3
- hélice 319 -49 -26
type Il B turn — S S
® o helix hélice it -57 -70
@ parallel B sheet ppl -83° +158°
o 0
s @ 3y, hielix ppll -75° +145°

t e
polyglycine -80° +150°

brin B paralléle -119° +113°

brin f 139° | +135°
antiparallele

IL extended chain

-180 T T
-180 0 180

@ (degrees)

Figure 5 : a) Diagramme de Ramachandran et localisation des structures secondaires
(d'apres Petsko & Ringe, 2004). b) Tableau reprenant les valeurs des angles ¢ et s pour
les structures secondaires considérées.

Les différents niveaux d’organisation d'une progemequierent un ensemble d’interactions
faibles permettant la stabilisation de I'édifice@f@que aux niveaux secondaires, tertiaires et
quaternaires. Seul le pont disulfure constitue limson covalente forte qui s’établit par
oxydation des groupements thiols de deux cystéloes du repliement d’'une protéine

(structure tertiaire) ou au cours de I'associatiersous-unités protéiques.
v Liaisons hydrogéne

Les liaisons hydrogéne sont des liaisons non cotederésultant de la mise en commun d’un

atome d’hydrogene lié de fagcon covalente a un gugmt donneur D fortement
8
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électronégatif et un atome accepteur A. La longueula liaison est définie par la distance
entre les centres des atomes D et A et est géné@atecomprise entre 2.7 et 3.1 A. De plus,
I'angle formé entre les trois atomes doit étre sepé a 120°, l'interaction (donc I'énergie)
étant maximale lorsque les trois atomes sont cailieg. Dans les protéines, D et A sont
principalement les atomes d’azote et d’oxygéneimuléculaires (parfois I'atome de soufre)
mais aussi les oxygenes de I'eau.

Les liaisons hydrogéne sont d’'une grande importaenes les structures secondaires en
stabilisant et favorisant I'établissement de cadaiconformations (boucles, hélices, feuillets
...). Dautre part, les protéines établissent denlreuses liaisons hydrogene avec les
molécules d’eau qui les entourent ce qui a powt efaugmenter leur solubilité. Bien que de
faible énergie (12 kJ/mol), les liaisons hydrogéaetribuent a la stabilité des protéines grace

au nombre trés important des liaisons qui peuveétsdldir.
v Interactions ioniques

Ces interactions peuvent se produire entre denebddtérales ayant des charges opposées :
par exemple entre un groupement carboxylique (—Q@@mn résidu d’'acide glutamique et
un groupement amine (—NH3+), =NH2+) d’un résidulylene. La localisation d’'un résidu
chargé dans le cceur de la protéine n’est pas édmprgéent favorable, les résidus chargés
sont donc souvent retrouvés a la surface de laaulel€Ainsi, les interactions ioniques sont

souvent mises en jeu dans les interactions pratgimgéines.
v Interactions hydrophobes

Les interactions hydrophobes apparaissent lorsggielaines latérales non polaires de
certains acides aminés (valine, leucine par exénipient un environnement polaire. Elles
tendent a s’associer a lintérieur de la structpour former un cceur hydrophobe en
minimisant leurs contacts avec les molécules pEdaiet sont donc eénergétiquement
favorables. En présence de résidus hydrophobem) I¥organise autour et forment des

clathrates qui sont des cages ou le réseau denfalsydrogene est optimisé.
v’ Interactions de van der Waals

Ces interactions regroupent a la fois des forceségalsion et d’attraction. Lorsque deux

atomes se rapprochent, une attraction réciproqueaasefeste entre le noyau de l'un et les
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électrons de l'autre jusqu’a une certaine distaeedela de cette limite, I'encombrement
électronique et les force de répulsion entre chdegenéme signe vont a I'encontre de cette
attraction, il s’établit alors un équilibre. Cettiistance d’équilibre est caractéristique de

chaque atome : il s’agit du rayon de van der Waals.

a. Hélices :
L’hélice a est définie pour le couple=-57° y=-47° (Figure 6a). La chaine
polypeptidique s’enroule en une hélice avec ungpdroite. Cette hélice possede 3,6 résidus
par tour avec une translation de 1,50 A. Ces dénatijues permettent I'établissement de

liaisons hydrogene C=0 H-N entre les résidus +&tqui rendent I'hélice trés stable.

L’hélice o gauche est parfois retrouvée dans de courts segmentenant notamment des
glycines. Les valeurs des angles diedrgs-7° y=-47°) sont en effet dans une zone du
diagramme de Ramachandran peu accessible aux aésidss. Cet enroulement provoque
par ailleurs une trop grande proximité entre legimbs latérales et les C=0 de la chaine

principale.

L’hélice 3o est définie pour des rotatiops-49° y=-26° (Figure 6b), qui induisent une hélice
présentant 3 résidus par tour et une translatien2 d par résidu. Une liaison hydrogéne
ferme un cycle comprenant 10 atomes entre lesugsidt i+3. Cette hélice est moins stable

que I'hélicea et est donc moins fréquente.

Pour des valeurs d’angles-57° y=-70°, on parlera d’hélice (Figure 6c). Ce type d’hélice
est trés compact avec 4,4 résidus par tour, 1,He Aranslation par résidu et des liaisons
hydrogene qui s’établissent entre les résidusi+®tvenant fermer un cycle comprenant 16

atomes.

Une succession de prolines peut donner lieu a @stge structures secondaires hélicoidales

particulieres, la polyproline | et la polyprolinke |

La polyproline | (Figure 6d) est une hélice draiecis-proline comprenant 3,3 résidus par
tour avec des angles diedres-83° et y=+158°. Elle est favorisée par les solvants
organiques.

La polyproline Il (Figure 6e) correspond a une dite composée de 3 résidus par tour avec
des angleg=-75° ety=+145° et des résidus en conformattoans. On la retrouve dans les

10
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protéines fibreuses telles que le collagéne et ales structure souvent mise en évidence
les expériences de dichroisicirculaire sur la tropoélastine. Cette conformatsh favorisé
par les milieux aqueux et ne permet pas de liaiyasogene entre les résidus. Cepen

I'eau assure un pontage entre ces derniers etistallensemble

Enfin, un polypeptide composée de glycine peut tatame conformation polyglycine av

des angleg=-80° ety=+150°

a) b)

Figure 6 : a) Hélice a. b) Hélice 310. c) Hélice 1. d) Polyproline I. e) Polyproline II. Par
souci de clarté les hydrogénes ne sont pas représentés.

b. Brins :

Les brinsp sont des structureétendues. Un seul brin ne peut pas former de
hydrogéne intra-chainee qui le rend peu stable. L'association de plusidwmins va donne
un feuilletp. Celui-ci sergparalléle ¢=-119° ;y=+113°) si les chairsesont orientées dans
méme sens ou antiparalléle=(139° ; y=+135°) si les chaimesont dans des sens oppc
(Figure 7, A et B). Cette association va permettre la formation ldésons hydrogéne ent

11
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carbonyle peptidigue et amine du brin adjacent goant rendre la structure stable.

L’organisation des liaisons hydrogene sera diffigelans chaque caBigure 7 D)

Dans les protéines, on parle parfois de feuilletdea composés d’une combinaison de brins
orientés parallelement et antiparallélement (Figue.
a) b)

Ay
)Y
s

e NH
04< NH ) )

Figure 7 : a) Brins en feuillet g antiparalléle, b) paralléle, c) mixte.
Réseau de liaisons hydrogéne dans les feuillets 8 antiparalléles (d a
gauche) et dans les feuillets f§ paralléle (d a droite).

c. Coudes :

Les hélices et les feuillets constituent des élésnder structure secondaire réguliére
car plusieurs résidus successifs ont la méme cmafibwn ; dans le cas contraire, on parle de
structure irréguliere. Ces conformations irrégel&epermettent un changement de direction de
la chaine polypeptidique et permettent de reli¢reeelle les structures réguliéres. Lorsque ce
changement se fait sur quelques résidus, on pate@udes ou deirns. On distingue les

coudes, v, B, a, T, qui sont retrouvés respectivement sur 2, 3,et,6brésidus.

Le coudep représente le type majoritaire dans les protéilhgermet souvent de connecter
deux brinsp antiparalléles. lls sont définis selon plusieuiteres. La distance entre les C

des résidus i et i+3 doit étre inférieure a 7 Alest deux résidus centraux (i+1 et i+2) ne
doivent pas avoir des criteres de réesidus en h@iigmot and Thornton 1990) Selon des

criteres d’angle® ety sur les résidus centraux, 9 types des coudesdgdfinis (Hutchinson

12
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and Thornton 1994) : I, I', II, II, Vlal, Via2, \H, VIl et IV (Tableau 1). Les résidus qui
n'integrent pas la classification dans un des hremiers types de coude sont inclus dans le

type IV.

Outre l'introduction d’'un changement de directian ld chaine polypeptidique, les cou@es

ont un réle majeur dans les mécanismes de recaamais moléculaire et le repliement des

protéines.
Type Pir1 Win Piv2 Wisa
I -60° -30° -90° 0°
I +60° +30° +90° 0°
I -60° +120° +80° 0°
r +60° -120° -80° 0°
Vial -60° +120° -90° 0°
Vlia2 -120° +120° -60° 0°
Vib -135° 135° -75° +160°
VIl -60° -30° -120° +120°
vV - - - -
Tableau 1 : Valeurs des angles diedres des résidus centraux des différents type de coudes
B.

d. Boucle :
Lorsqu’un résidu n’intéegre aucune des structuredrsgaires énoncées jusqu’ici on

parlera alors de boucle, de pelote statistiqu&eotandom coil.

Lors de lI'assignement des structures secondairel daase des angles diédres, on autorise

une liberté de +30° autour de la valeur centrale.

3. Structure tertiaire :

La structure tertiaire se réfere a l'organisatioidimensionnelle de la chaine
polypeptidique qui traduit I'organisation des stures secondaires locales dans I'espace
(Figure 8). Il en résulte la formation d’un cceugrrpant les acides aminés hydrophobes les
masquant au solvant. Les deux méthodes utilisées |ao détermination des structures
tridimensionnelles des protéines sont la cristaipbie aux rayons X et la spectroscopie de
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). Ces méthogesnettent I'obtention des

13
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coordonnées X, y, z pour chaque atome, coordoniéessées au sein de la Protein Data

Bank (PDB) http://www.rcsb.org/pdb/home/home)dbanque de données structurales.

Le maintien de I'ensemble est assuré par des tiaisovalentes (ponts disulfures entre deux
cystéines), des interactions électrostatiques ¢padlins et liaisons hydrogéne), des
interactions de van der Waals et par des intemagtavec I'environnement - avec des lipides
dans le cas de protéines membranaires par exe@plparlera de domaine lorsqu’une partie
de la chaine polypeptidique se replie indépendarhtheneste de la protéine.

Figure 8 : Structure tertiaire de la Green
Fluorescence Protein résolue 2 1,9 A (GFP : code
PDB: 1GFL).

4. Structure quaternaire :

La structure quaternaire correspond a I'associatmplusieurs sous-unités protéiques
identigues ou non, résultant parfois de la fornmatie ponts disulfure et de I'établissement
d’interactions faibles décrites précédemment. Qtemaalors de multimeére.

Figure 9 : Structure quaternaire
dimérique de la triose phosphate
isomérase de levure (1WYI).

14
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II. LA MATRICE EXTRACELLULAIRE :

La matrice extracellulaire (MEC) est composée d&neemble de macromolécules qui
constitue un réseau tridimensionnel entourant lelfules des étres vivants. Parmi les

molécules représentées au sein de la MEC, on recens

» des glycoaminoglycannes (GAGSs) constitués de longimines polysaccharidiques
non ramifiées,

» des protéoglycannes qui sont des GAGs liés de fegealente & un noyau protéique.

» des protéines de structure comme la fibronectinka daminine, comportant des sites
de liaisons spécifiques pour d’autres macromolécetgour les cellules,

 des protéines fibreuses telles que les collagaméglastine.

Ces composés sont secrétés localement par ledesetomposant chaque tissu et leurs
proportions/distributions  varient selon le tissu nsidéré et les conditions
physiopathologiques. La MEC n’assure pas seulementremplissage de ['espace
intercellulaire et la cohésion du tissu, mais ehlfluence le comportement, la forme,
'adhésion, la multiplication ou la migration desdlales.

Les fibres élastiques sont des composants majeuda dMEC. Ce sont des assemblages
macromoléculaires constitués d"'un cceur" d’élaséntouré d’'un manteau de microfibrilles
riches en fibrilline (Kielty, Sherratt et al. 200Rjelty, Sherratt et al. 2005; Mithieux and
Weiss 2005)

intégrine

fibronectine

élastine

collagéne

complexe de
protéoglycannes

Figure 10 : Organisation de la matrice extracellulaire.
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1. Latropoélastine:

L’élastine est une protéine multimérique hautenpehgmeérisée, insoluble, dont le monomeére
soluble, la tropoélastine, présente un poids mdéddeud’environ 70 kDa pour 760 résidus
(Indik, Yeh et al. 1987; Bashir, Indik et al. 198@ktte protéine est codée par un gene unique
porté par le chromosome 7 (Fazio, Mattei et al.1)9Ba tropoélastine est constituée d’'une
alternance de domaines hydrophobes et de domaictess ren lysine impliqués dans la
polymérisation de la molécule (Brown-Augsburger,sdile et al. 1995; Tamburro,
Bochicchio et al. 2003). Ces domaines sont dénonax@ss en référence a I'organisation du
géne dite "cassette-like", en se basant sur la ratat®n du gene de la tropoélastine bovine
(de 1 a 36). La tropoélastine humaine posséde 8dseissus de I'épissage alternatif d’exons
entiers de '’ARN messager primaire pouvant donneu la différents isoformes de la
molécule. Ainsi par exemple, I'isoforme principa possede pas I'exon 26A mais ce dernier
est présent dans certaines pathologies (Debelle Tamdburro 1999). On trouve plus
précisément un peptide signal, des domaines hydhmshriches en glycines et en prolines,
des domaines de pontage de type KA et de type KRenfn I'exon 36 présentant la
particularité de contenir les deux seules cystémheda tropoélastine ainsi qu’'une charge
locale importante due aux résidus RKRK (Figure L&y exons 22, 23, 24, 30, 32 et 33 sont
les exons identifiés comme étant a l'origine devafiants d’épissage (Parks and Deak 1990;
Zhang, He et al. 1999). Trois pathologies sont@éss a des mutations ou des délétions du
gene de la tropoélastine : datis laxa, la sténose aortique supravalvulaire, et le syndrde

William-Beuren.

La tropoélastine présente un haut contenu en aeith@ses hydrophobes que sont la valine,
'alanine, la proline, la leucine ou lisoleucin€es cing résidus représentent 52% de la
séquence. On retrouve également de nombreusesegyt33% de la molécule). Ces résidus
sont souvent présents en répétitions de type GG, B XG, VGG, et par extension
XGGZG (X, Z=V, L), séquences sur lesquelles nowseralrons par la suite. La composition
méme de la protéine rend son étude par les métlemgEsimentales classiques tres difficile.
L’insolubilité, I'nydrophobie ainsi que la flexii€ de la protéine et I'équilibre entre les
conformations qui semblent exister rend la cristathphie impossible. La redondance des
résidus G, P, L, A, V produit une dégénérescencsigiial de RMN qui rend les spectres
guasiment inexploitables. Cependant, I'existenceétpiences consensus repétées a permis le

développement d'une approche dite réductionnistthésé de B. Bocchichio,
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2003 ; (Tamburro, Bochicchio et al. 2003)). L'attence de domaines hydrophobes et de
domaines de pontage permet de poser I'hypothéseadmportement indépendant de chaque
domaine par rapport au reste de la molécule. Lm#iastine est donc étudiée exon par exon
voire motif par motif. Les résultats obtenus petardtde remonter au comportement de la
molécule entiere. (Guantieri, Tamburro et al. 198&mburro, Guantieri et al. 1991;
Tamburro, Guantieri et al. 1992; Villani and Tamout995; Broch, Moulabbi et al. 1996;
Broch, Moulabbi et al. 1998; Martino, Bavoso et B998; Martino, Coviello et al. 2000;

Martino and Tamburro 2001; Kumashiro, Kurano e2aD3)

1. Syntheése et assemblage :

La synthése de |'élastine, ou élastogenese, conemenatero, se poursuit durant
I'enfance et est terminée a l'adolescence. La tograntracellulaire de la tropoélastine est
assurée par une protéine chaperonne, I'ElastiniBgnérotein (EBP), qui protége la molécule
d’'une agrégation prématurée et de la dégradatiodgsasérines-protéases.

L’EBP est un complexe hétérotrimérique (Mecham glipt al. 1989) constitué de trois sous-
unités protéiques : une neuraminidase Neu-1 (55,kiree protéine protectrice PPCA (61
kDa), et enfin une sous unité de 67 kDa entiereragtracellulaire, qui lie I'élastine (Hinek
1996) ou la laminine (Hinek, Wrenn et al. 1988)it€@rotéine de 67 kDa est dérivée d’'un
épissage alternatif de fagalactosidase (Privitera, Prody et al. 1998) {@#rd fait perdre une
partie de son site actif. Bien qu’ayant perdu tadgvité enzymatique, elle reste en revanche
sensible auy-galactosides (Hinek, Wrenn et al. 1988). Il a g¥posé que la fixation du
lactose ou du galactose, par la sous unité de 6@ kbnduit a des changements
conformationnels suffisants pour, a la fois (1) emdyer I'impossibilité de fixation des
ligands, et (2) conduire a son détachement de tabrane et du complexe récepteur (Hinek
1996). Aussi, le traitement préalable des cellplasle lactose supprime toute liaison de la

tropoélastine, de la laminine et de peptides dératérécepteur.

Cette sous unité sert également de protéine chapetdors de la sécrétion de I'élastine dans
le compartiment extracellulaire : lors de leurs tbgses intracellulaires, la sous-unité
réceptrice de I'élastine s’associe rapidement aHaine de tropoélastine empéchant la
polymérisation intracellulaire de I'élastine (Hinekd Rabinovitch 1994). Cette association
perdure jusqu’a la sécrétion du complexe dans iepentiment extracellulaire, au contact des

fibres naissantes d’élastine. Au contact du lagtieseomplexe se disloque et la sous-unité de
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67 kDa s’associe aux deux autres constituants cieptéur de I'élastine. Les microfibrilles
synthétisées dans une premiére étape servent gersspr lequel se déposent les molécules
de tropoélastine. Les molécules de tropoélastiakgaent de fagcon ordonnée et les résidus
lysine se trouvent alors a proximité les uns deseau lls subissent une désamination
oxydative catalysée par la lysyl oxydase (LOX) quérmet la formation des liaisons

covalentes croisées (Reiser, McCormick et al. 19g2st cette étape qui rend I'élastine

insoluble.

Exon | Séquence ]

1 16 1
2 2 GVPGAIPGGVPGGVFYP 18
3 19 GAGLGALGG 27
4 28 GALGPGGKPLKPV 40

5 41 PGGLAGAGLGA 51
6 52 GLGAFPAVTFPGALVPGGVADAAAAYKAAKA 82

7 83 GAGLGGVPGVGGLGVSA 99
8 100 GAVVPQPGAGVKPGKVP 116

9 117 GVGLPGVYPGGVLPGA 132
10 133 RFPGVGVLPGVPTGAGVKPKAP 154

11 155 GVGGAFAGIP 164
12 165 GVGPFGGPQPGVPLGYPIKAPKLP 188

13 189 GGYGLPYTTGKLPY 202

14 203 GYGPGGVAGAAGKAGYPTGT 222
15 223 GVGPQAAAAAAAKAAAKF 240

16 241 GAGAAGVLPGVGGAGVPGVPGAIPGIGGIA 270
17 271 GVGTPAAAAAAAAAAKAAKY 290

18 291 GAAAGLVPGGPGFGPGVVGVPGAGVPGVGVPGAGIPVVBB2GAAVP 339
19 340 GVVSPEAAAKAAAKAAKY 357

20 358 GARPGVGVGGIPTYGVGAGGFPGFGVGVGGIPGVAGVP&XPGVGGVPGVGIS 412
21 413 PEAQAAAAAKAAKY 426

22 427 GAAGAGVLGGLVPGPQAAVPGVPGTGGVP 455
23 456 GVGTPAAAAAKAAAKAAQF 474

24 475 GLVPGVGVAPGVGVAPGVGVAPGVGLAPGVGVAPGVGWABERAPGI 522
25 523 GPGGVAAAAKSAAKVAAKAQL 543

26 544 RAAAGLGAGIPGLGVGVGVPGLGVGAGVPGLGVGAGVPGBFG 585
26A 586 GADEGVRRSLSPELREGDPSSSQHLPSTPSSPR 618
27 619 VPGALAAAKAAKY 631

28 632 GAAVPGVLGGLGALGGVGIPGGVV 655
29 656 GAGPAAAAAAAKAAAKAAQF 675

30 676 GLVGAAGLGGLGVGGLGVPGVGGLG 700
31 701 GIPPAAAAKAAKY 713

32 714 GAAGLGGVLGGAGQFPLG 731
33 732 GVAARPGFGLSPIFP 746
36 747 GGACLGKACGRKRK 760

Figure 11 : Organisation du géne de I’élastine. En bleu sont représentés les domaines KP,
en rouge les domaines KA et en noir les domaines hydrophobes, en vert I'exon 36.
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La seéquence d’interaction de I'élastine avec I'EBBt connue, et désigne le peptide
VGVAPG, présent 2 fois 3 unités dans I'exon 24 alérbpoélastine : séquence (VGVARG)
VGLAPG(VGVAPGY). Le site de liaison de la laminine a son réceptigigne un peptide
proche en séquence de VGVAPG : le peptide LGTIPG.

Contrairement a la plupart des autres protéinesapacité de déposer de I'élastine est perdue
chez l'adulte. Par conséquent, la dégradatiorétiestine observée au cours du vieillissement
de l'individu est un phénoméne irréversible quifhit perdre ses propriétés mécaniques et
physiologiques. Il a été montré un lien étroit erdégradation de I'élastine et des pathologies

comme les anévrysmes, I'emphyseme ou la progretssitorale.

2. Assemblage in vitro:

La tropoélastine possede la propriété de s’auteralsterin vitro dans des conditions
physiologiques, en absence de microfibrilles, awrsa’un processus nommeé coacervation.
La coacervation est définie comme une transitiorerise en température. Ce processus
réversible implique les domaines hydrophobes deofgoélastine et est lié au comportement
des molécules d’eau autour des molécules de tragigd. A basse température, I'eau forme
des clathrates autour des domaines hydrophobes ¢eotéine. Lors d’'une élévation de
température, cette organisation est rompue etdesaihes hydrophobes se retrouvent alors
"libres" leur permettant d’interagir les uns aves autres ce qui se traduit par une séparation
entre une phase concentrée en protéine et une phasase. Le processus de coacervation a
été montré pour de nombreux exons ou construcpohgeptidiques et est dépendant de la
concentration en protéine, du pH, de la présencelde ou de la pression en g@rhovski,
Jensen et al. 1997; Dehghani, Annabi et al. 2008¢ste cependant difficile de savoir si ce

phénomene existe et/ou est nécessaive/o.

Des assemblages supramoléculaires ont été déaritaiproscopie électronique, microscopie
de force atomique pour des séquences allant capsgitide (VPGG) a des polymeres répétés
(poly-VPGXG, poly-XGGZG), dhydrolysats d'élastineau monomeére entier. Ces
observations mettent en évidence trois types dfosgéion : des structures fibrillaires de 5

nm d’épaisseur, des globules et des agrégats dgargropriétés amyloides.
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3. Assemblage in vivo :

La partie C-terminale de la tropoélastine, codgdgsmexons 29 a 36, a un rble capital
dans l'assemblage de I'élastine. L’interaction @ef@gment avec un anticorps conduit a
l'arrét du dépot d’élastine dans la matrice extitatare de cellules bovines sans pour autant
inhiber la sécrétion de la protéine dans I'espateréellulaire (Kozel, Wachi et al. 2003). |I
apparait désormais que la délétion de I'exon 36 AGIBGGKACGRKRK), la mutation des
cystéines ou la délétion des résidus RKRK de lpotastine n’empéchent pas I'association
initiale de la protéine aux microfibrilles mais I fortement la formation des liaisons
croisées dans la fibre en croissance. Broekelmiaoalle (Broekelmann, Ciliberto et al. 2008)
ont mis en évidence que cet exon n’est détecté dpr'ies faible taux dans la fibre mature
comparativement au nombre de monomeres présergudigerent que ce domaine est soit
supprimé soit modifié lors de processus post-tradincels. Ces résultats indiquent que les
propriétés d’adhésion aux cellules et a la mapeavent étre modifiées ou perdues au cours
de la maturation de la fibre alors que ce domasteidentifié dans des interactions avec
MAGP-1 et les intégrineavp3 (Brown-Augsburger, Broekelmann et al. 1994; Rosigend
Weiss 2004).

L’'absence de I'exon 30 abolit totalement I'assadoiatinitiale de la protéine avec les
microfibrilles. Ce domaine est décrit comme ayantdpacité de s’auto-assemblexitro. Il
est décrit comme formant des brihet donne des fibres ayant des caractéristiquetoaiay
(Tamburro, Pepe et al. 2005).

bY

L'ordre des événements conduisant a lincorporatiten tropoélastine dans la fibre en
croissance reste a élucider, le point clé étahiggiament des molécules.

La 1* hypothése consiste & suggérer que des interat¢tj@ephobes sont d’abord mises en
jeu notamment par I'intermédiaire de I'exon 30.Xda 36 est ensuite le premier exon a étre
lié via les résidus lysines ce qui permet alorgdbaner les molécules de tropoélastine en
optimisant I'agencement spatial des lysines restapour la lysyl oxydase (Broekelmann,
Ciliberto et al. 2008) conduisant a I'incorporatide la tropoélastine et a la croissance de la
fibre.
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La 2™ hypothése consiste & privilégier la formation pestages entre les domaines KA en
hélicea ce qui réduit la flexibilité des chaines polypdjgfues afin de faciliter les interactions
entre domaines hydrophobes au cours de I'élastegené

4. Propriétés structurales :

De nombreuses études ont été menées afin d'élutidetructure secondaire et
tertiaire de I'élastine, en utilisant comme matébielogique I'élastine, ki-élastine (élastine
solubilisée par I'acide oxalique), iaélastine (élastine dégradée par la potasse éthaac
37°C), des peptides synthétiques ou la tropoélastinombinante. En effet, I'élastine mature
est insoluble mais les peptides ou les exons ddérida I'élastine ainsi que la tropoélastine
sont hydrophiles.

Les méthodologies employées incluent le dichroispieulaire, les spectroscopies
vibrationnelles Raman et infrarouge, et la micrpse@lectronique. Il n’est pas possible d’en
dégager une structure globale faisant l'unanimitégis il est possible d'obtenir des

informations au niveau local.

Les spectroscopies de dichroisme circulaire et Ramdiquent que la tropoélastine est peu
structurée (Urry, Starcher et al. 1969; Starchat dmry 1973; Debelle, Alix et al. 1995;
Debelle, Alix et al. 1998; Muiznieks, Jensen et28l03) mais on note cependant la présence
d’hélicea (3-10%) et de structures de tygeéorins et coudes, 45-60%). La polyproline Il est
souvent mise en évidence mais ne semble existededacon transitoire en fonction de la
nature du solvant. Les logiciels de prédiction deictures secondaires ne sont pas
particulierement adaptés aux protéines fibreusesnm I'élastine ; les logiciels dédiés a la
prédiction du désordre (PONDR, DisEMBL, GloPlot)upent prédire jusqu'a 75% de
désordre a partir de la séquence primaire (Muiznaid Weiss 2007).

Historiquement, un des premiers modeles a été péopar D. Urry : ce modele repose sur
une structure dite en spirgleg(Figure 12) composé d’une répétition successiveatdglepf de
type Il sur les séquences VPGVG, VPGG et APGVGVniaxléle proposé a servi de point
de départ a différentes études de dynamique maléeu(Li and Daggett 2002) mais il
apparait que la spiral@ n’est pas stable dans lI'eau au cours de cycle®rdjation-
relachement et ne permet pas d’expliquer I'élastide la molécule. De plus, ce modele ne

permet pas d’envisager les mécanismes mis en jaiveau des exons de pontage.
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Idealized B-spiral of 10°C
(VPGVG);q 6ns MD
with hydration waters

Figure 12 : Modéle de spirale 8 proposé pariUrry. Structures finales
obtenues a la fin des trajectoires de dynamique moléculaire menées a
2 températures différentes (Tiré de (Li and Daggett 2002)).
Tamburro & coll. ont ensuite proposé un modelergaoupe toutes les informations obtenues
grace aux méthodologies précédemment citées (TambBochicchio et al. 2003) et qui
localisent les hélices dans les exons riches eningla de la tropoélastine humaine synthétique
(Tamburro, Pepe et al. 2006). Les études menéegténtéalisées dans l'eau et le 2,2,2-
trifluroéthanol (TFE), solvant moins polaire quedu. Le TFE est connu comme induisant la
formation de structures secondaires comme les d®lau les coudef en favorisant la
formation de liaisons hydrogenes intramoléculaiféss deux solvants constituent deux cas
extrémes, le comportement de I'élastine est cextagmt intermédiaire entre le « tout-eau » et
le « tout-TFE ».

Figure 13 : Modele de coude glissant, ici illustré
sur le pentapeptide GVGGL. Le coude 8 est formé
par la liaison Glys[NH] - Gly1[C=0] (a gauche) ou
par la liaison Leus[NH] - Val;[C=0] (a droite) ;
(Tiré de (Debelle and Tamburro 1999)).

Ainsi pour les exons hydrophobes pris seuls, il @sposé un équilibre dans I'eau entre
structures polyproline Il et non-ordonnée ou irté&ges ; le TFE favorise quant a lui un

équilibre entre des coudes de type |-l et des aromditions peu ordonnées. Ces coudes ne
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sont pas figés dans la structure mais dits glistaribng de la séquence (Debelle and
Tamburro 1999).

Les exons de pontage riches en alanines et imglidaés la formation des liaisons croisées
ont été étudiés isolement de facon systématiqud gaburro et coll. (Tamburro, Pepe et al.
2006). Ces exons adoptent majoritairement unetsteien hélicer stable indépendamment
de la température. Des études de dynamique moiér(iloquet N., résultats non publiés)
ont montré que les liaisons croisées stabilisenel®ns impliqgués dans une conformation en
hélicea tout au long de la trajectoire. La plupart de @esns présentent des lysines par paires
sauf les exons 19 et 25 dont la séquence coridydines. Bien qu’il soit théoriquement
possible de former des liaisons entre 4 molécuéssauteurs proposent qu’une liaison se
forme entre les exons 10, 19 et\2& une desmosine et deux lysinorleucines mettant @ j
molécules de tropoélastine (Mecham, Broekelmarah 1995). La digestion protéolytique de

I'’élastine bovine confirme ce mode de liaison.

NH3
HC—COO0~
(CHg)a

CH,

A a H
o PN~ | el

(CHa)z SR

HC—CO0"
;/
) B "
(CHa) H H _
"00C—C—(CHy) o~ (CHa)—C—CO00
NH; Lo NH{
(CHz)s N

'OOC—ClH (CHz)
NHi  Ho—coo-

NHj

Figure 14 : structures chimiques des principaux résidus de
pontage de la tropoélastine : Desmosine (A), isoDesmosine (B),
déhydrolysino-norleucine (C).
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5. Elasticité :

Les propriétés élastiques de I'élastine sont ppadeiment d’origine entropique (Hoeve
and Flory 1974; Gosline, Lillie et al. 2002). Ceéngipe permet a un élastomere soumis a une

déformation de retourner a son état initial.

+AS

Etat étiré & Etat relaxé
-AS

L’élasticité s’explique par une grande flexibilit&s chaines de tropoélastine a I'état relaxé
qui permet d’accéder a un équilibre entre difféegerformes parfois considéré comme peu
structurées (coudeB, polyproline Il ...), labiles, et a l'origine d’'ungrande entropie
moléculaire. Le role des coudpslans cet équilibre a été commenté, aboutissanbmacept

de « coudes glissants » (Lelj, Tamburro et al. J9%ssi, I'élasticité moléculaire de
I'élastine est attribuée principalement aux domsimgdrophobes. Dans I'état étiré, la perte de
degrés de liberté conduit & des mouvements nongblastiques, mais solitoniques (Villani
and Tamburro 1999), quasi-périodiques. Les strastlocales different, deviennent quasi-
etendues (brins), au contact de l'eau (Debelle and Alix 1999). Lesuvements
correspondant ont de faiblamplitudes et contribuent a diminuer I'entropieloBde second
principe de la thermodynamique :

AG =AH-TAS

ou AG représente I'énergie libraH la variation d’enthalpieAS la variation d’entropie, et T
la température. Dans I'état étire, I'entropie dddstine baisse conduisant & une contribution
positive pour |AG, signe d’'un équilibre déplacé spontanément dasers étire»  relaxé.
L’élastine ne présente ses propriétés élastiques quésence d’'eau (Debelle and Alix 1999;
Debelle and Tamburro 1999; Li and Daggett 2002nhi&état étiré, les nombreux groupes
hydrophobes constituant les chaines de tropoétasgrretrouvent malgré eux au contact de
l'eau. Cette interaction défavorable, forcée, cdan@u une réorganisation des premieres
couches de solvatation au contact direct des chalm@rales, contribuant a la baisse
d’entropie. Spontanément, les groupes non polaig®sés a l'eau vont chercher a se

réassocier pour minimiser ces interactions et retna I'état relaxé (Li, Alonso et al. 2001).
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6. Cas particulier des exons 28 et 30 :

Le réle primordial de I'exon 30GLVGAAGLGGLGVGGLG VPGVGGLG) dans

la formation des fibres élastiques et sa capacitégréger de facon irréversible ont conduit a

s’intéresser particulierement a ce domaine. Comingrdcédemment, il est impliqué dans
I'interaction avec les microfibrilledn vitro, il possede la propriété de s’auto-assembler pour
former des structures fibrillaires mais ne coacgras. Une séquence consensus de type
XGGZG est identifiee comme étant la séquence mieirdannant lieu a I'agrégation. X et Z

peuvent étre une Valine, une Leucine, une Alanine.

Cette séquence est répétée 3 fois dans I'exon ¥ estaussi retrouvée 2 fois dans
'exon 28 GAAVPGVLGGLG ALGGVG IPGGVV) (Bochicchio, Pepe et al. 2007), et 1
fois dans I'exon 7 GAGLGGVPGVGGLG VSA) (Ostuni, Bochicchio et al. 2007). Les

expériences menees sur I'exon 7 montrent que lpepsion a former des fibres amyloides

n'est pas seulement dépendante de la présence rowltnanotif consensus mais dépend
également des séquences présentes en amont ediagal.en présence du peptide signal de
la tropoélastine conduit a la formation de fibresipun polypeptide synthétique comprenant
les exons 1 a 7 de I'élastine tandis que le mérgepptide délété du peptide signal coacerve.
De plus, la propension a donner des fibres amydoaeun élastomere est gouverné par la
composition et le rapport glycine/proline (RausclBzud et al. 2006). Les auteurs ont montré
gue ce critere permet de discriminer des protémssi diverses que les soies d’araignée, des
protéines amyloides, des domaines hydrophobefkstine ou des protéines élastomériques

(abductine et résiline).
Le caractére amyloide des fibres observées repsaedifférent criteres :

e contrairement a la coacervation, I'assemblage de®sf se fait de facon
irréeversible. L’augmentation de la température aiinda la formation
d’agrégats et un refroidissement de la solutioperenet pas de resolubiliser la
protéine.

* Les mesures en spectroscopie FTIR, DC mettent elerse la présence de
structures secondaires de type feuilfetantiparalléle. Cette condition est

nécessaire mais non suffisante a I'obtention destres amyloides.
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» Les agrégats formés fixent le rouge Congo et uméfingence rouge/verte est

observée en microscopie

Par ailleurs, il a été mis en évidence qu’une sécgieinimale de 25 résidus était nécessaire

pour observer le phénomene (Flamia, Salvi et @720

Des polymeres du motif répétés ont été largemamndi@€ d’'un point de vue structural
(polyVGGVG - polyVGGLG - polyLGGVG) (Castiglione-Melli, Scopa et al. 1990;
Tamburro, Guantieri et al. 1992; Martino, Coviedlbal. 2000) et montrent la présence de
coudes3 de type Il au niveau des résidus XG ou GG. Cedengont tres labiles, flexibles et

peuvent facilement glisser le long de la chaingpptidique.

7. Peptides dérivés de I’élastine et concept de matrikines :

L’élastine n’a pas seulement un réle architectatatein de la matrice. Il a en effet été
montré que des peptides dérivant de I'élastine bmibgique actifs et sont un des éléments
principaux de la régulation de I'activité cellumiNous savons que des peptides dérivant de
I'élastine sont présents dans la circulation samgguiaussi bien dans des conditions
pathologiques que normales (Wei, Erdei et al. 1983¥%ont issus de la dégradation par usure
mécanique des fibres d'élastine mais aussi parétiestases de type métalloprotéinases
matricielle ou serine-protéinase. Les MMPs impliegiéans la dégradation de I'élastine sont
les MMP-2, -9, -12, et -14. |l est monirévitro que la MMP-12 possede au moins 86 sites
de clivages dans la tropoélastine, et est capablgédérer des peptides faisant de 4 a 41
acides aminés a partir des exons 5, 6, 26, 28éstine de peau humaine (Taddese, Weiss
et al. 2008; Taddese, Weiss et al. 2008). Parmpégides identifiés se trouvent le motif
GXXPG. Ce motif est notamment connu au sein deohe24 au niveau de la séquence
VGVAPG présente 6 fois, hexapeptide largement étadi sein de notre laboratoire. On le
trouve successivement 3 fois, suivi par un hexagep!GLAPG puis de nouveau répété 3
fois. Il existe en tout 8 répétitions de type GXXR@ sein de cet exon. Les peptides
présentant cette séquence consensus, en partitiB@APG, ont une activité biologique
(Maquart, Simeon et al. 1999; Brassart, Fuchs. &(dl1; Huet, Brassart et al. 2001) quand ils
sont libérés (Lombard, Bouchu et al. 2005; Lombardel et al. 2006) et sont regroupés sous
le terme de matrikines. Les effets biologiques eigsosont médiés par l'interaction de ce
motif avec le complexe récepteur de I'élastine. rhadélisation moléculaire a permis

d’identifier sur ce peptide un coudede type VIII sur la séquence GVAP (Floquet, Hery-
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Huynh et al. 2004). D’autres peptides reproduisesiteffets du VGVAPG : LGTIPG dérivé

de la laminine, PGAIPG dérivé de I'élastine.

La propension des motifs XGGZG a former des agsdgaiitro est vérifiee mais le lien avec
une situation pathologique ou délétareivo reste a prouver. La question est de savoir si les

phénomenes observés expérimentalement peuvemeptozluits au sein d’un organisme.

Un dépo6t amyloide qualifié "d’élastotique ou élaséoique” a été observé dans des poumons
de patients atteints d’'un syndrome de détressearatsipe aigue (Fan and Nagle 2002).
Doostkam et coll (Doostkam, Bohl et al. 2008) o en évidence un dépo6t amyloide dans la
paroi artérielle qui se révele ne pas fixer d’amfis dirigés contre des protéines impliquées
habituellement dans ce genre de pathologies (adeyld) protéings-A4, p-2-microglobuline,

...). Par contre, il est mis en évidence la fixatibun anticorps dirigé contre I'élastine. Une
protéine interagissant avec I'élastine dans ledulesl musculaires lisse d'aorte, la
lactadhérine, donne par clivage protéolytique ulypeptide de 50 acides aminés, la médine :
RLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVA

Ce polypeptide se dépose dans la media aortiqumtients agés de plus de 50 ans et co-
localise avec les fibres élastiques. Par ailleiirgst montré que tant la médine que la

lactadhérine interagissent avec la tropoélastimesdon, Peng et al. 2006; Larsson, Soderberg
et al. 2007; Peng, Larsson et al. 2007). Ces asuduggerent donc que I'élastine puisse étre

impliquée dans le dépot amyloide de la médine.

La séquence XGGZG est identifiée dans les prodgitdégradation de I'élastineGGLG A,
LGGLG VGG, LGGVGIPGG, LVGAAGLGGLGVGG, LGGLGVGGLG VPGVGG ...,
(Taddese, Weiss et al. 2008)). La formation desedibn vitro est dépendante de la
concentration en protéines, de la présence de al aussi de la présence de lipides, de
linfluence de la température. Le lipide utilisét és sodium taurocholate, un sel biliaire
analogue du cholestérol. Le cholestérol est conmmnee favorisant le dépot en fibres
amyloides de la protéinepA(1-42) impliquée dans la formation de plaque danshaladie
d’Alzheimer (Harris 2002) et favorise la dégradatide la tropoélastine par des élastases
(Guantieri, Tamburro et al. 1983). Il est aussi trgue les peptides hydrophobes issus du
clivage du précurseur soluble sont un des constisuaajeurs de ces mémes plaques. Enfin,

'agrégation des exons 28 et 30 de I'élastine lesli & vitro en présence d’un inhibiteur de la
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protéine amyloide B (KLVFF, (Tjernberg, Naslund et al. 1996)), lui-mérdérivé de cette
protéine (Bochicchio, Lorusso et al. 2009).
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I11. LES AMYLOIDES

1. Généralités:

Le terme amyloide vient du grec "amylon" (=amidenjut introduit par R. Virchow
en 1854 pour décrire chez 'homme des dépbts pattesydonnant une coloration bleue-
violette en présence d'une solution d’iode et dlecsulfurique (Virchow, R. (1854) Zur
Zellulose-Frage. Zeitschr. f. physiol.Anat. 6, 416426) Cette notion fait référence a la
réaction amidon-iode qui donne cette colorationngheu acide. La nature protéique des
dépdbts fut mise en évidence par Friedreich & Kelamél859 (Friedreich, N. and Kekul_, A.
(1859) Zur Amyloidfrage.Virchows Arch. 16, 50 — 63par définition, "amyloide" fait
référence a un dépdbt protéique extracellulaire rosgaen fibres linéaires. Ces fibres sont
composées de fins filaments (protofilaments), fixenrouge Congb (Klunk, Jacob et al.
1999) ou le fluorochrome Thioflavine T (LeVine 199%e rouge Congo est un colorant
donnant une biréfringence verte caractéristiques $onniére polarisée. Dans le cas de dépot
dans la cellule méme, le terme approprié est "sichu intracellulaire". Cependant par

extension, on parle généralement d’amyloide pautrdépot protéique.

Une quarantaine de maladies - Alzheimer, Huntingt®arkinson, diabete de type Il ...
(Tableau 2) - liées a un dépdt protéique insolsble décrites. Ces pathologies sont associées
a la conversion d’'une protéine ou d'un fragmenttipiggue d’'un état soluble en agrégat
fibrillaire organisé et insoluble. Ces dépots selent tres stables, résistants aux protéases et
sont retrouvés dans tous les tissus et organepgalt& protéique constitue le cceur du dépot
mais on Yy retrouve associés des ions métalliques, glycosaminoglycanes, et d’autres
protéines. Les protéines associées a des dépéasantextracellulaires sont d’'une grande
hétérogénéité tant en terme de séquence, d’homeokigicturale, de contenu en structure
secondaire ou en longueur de chaine (Tableau 2ndBera que I'on trouve aussi bien des
petits peptides (B), des multimeres (TTR) que des protéines non tstrées, des monomeres
repliés, des protéines monomériqup®-kicroglobuline). Mais, des travaux de mutagenese
ont montré I'importance de résidus-clé dans I'agtiém (amyloid-prone region), conduisant a
I'élaboration de méthodes de prédiction des régiansrables a la formation de fibres (Lopez
de la Paz and Serrano 2004; Pawar, Dubay et &b; 2@0taglia, Pawar et al. 2008).

! La spécificité de fixation du rouge Congo tend a &tre remise en question (Bousset, 2004; Khurana,
2001).
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Native structure of protein or

Precursor polypeptide Amyloid classification Associated syndrome/disease Number of residues tid
peptide

AB peptide AB Alzheimers disease 40 0r 42 Natively unfolded
Atrial natriuretic factor AANF cardiac arrhythmias 28 Natively unfolded
Apolipoprotein Al AApoAl atherosclerosis 80-93 Natively unfolded

Serum amyloid A protein AA rheumatoid arthritis 76-104 All-a

. cerebral amyloid angiopathy
Cystatin C ACys . 120 o+
(Icelandic type)

Gelsolin AGel familial Finnish amyloidosis 71 Natively unfolded

Immunoglobulin light chain AL systemic AL amyloidosis ~90 All-B
Islet amyloid polypeptide AIAPP diabetes mellitus, type Il 37 Natively unfolded

hereditary non-neuropathic
Lysozyme Alys . L 130 o+pB
systemic amyloidosis
Medin AMed aortic medial amyloid 50 Unknown
B2-Microglobulin AB2M dialysis related amyloidosis 99 All-B
) . ) . Natively unfolded (1-120) & a-
Prion protein APrP spongiform encephalopathies 253 .

helical (121-230)

Prolactin APro prolactinomas 199 All-a

Transthyretin ATTR familial amyloid polyneuropathy 127 All-B

Tableau 2 : Exemple de polypeptides et pathologies associés a des dépots amyloides, tiré de (Fandrich 2007) et adapté de (Chiti and
Dobson 2006).
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L’accumulation de protéines résulte d'un changemeonformationnel voire d’une
dénaturation partielle dont les raisons restenbmnpeu claires. Il apparait cependant que les

critéres suivant influencent 'assemblage de pnetéiu de peptide amyloidogénique :
* séquence, composition en acides aminés, longuepeptide et concentration.

* point isoélectrique, solubilité, charge, hydroplodié

* environnement : pH, température, solvant, inteoactavec des membranes
lipidiques, modification post-traductionnelle.

Il a été montré qu’un environnement riche en melkdibrillaire pouvait étre un facteur de

risque supplémentaire dans les pathologies a adedqlLundmark, Westermark et al. 2005).

2. Propriétés structurales :

En 1959, Cohen & Calkins (Cohen and Calkins 1956jtent en évidence que les
protéines amyloides ont des caractéristiques stiales communes, indépendamment de leur
origine. En 1968, Geddes & coll. (Geddes, Parkai.€1968) montrent que I'élément de base
de I'amyloide est un peptide structuré en rorganisé en feuillet et introduisent la structure

dite en croix3 typique des fibres amyloides.

A B ]
A 100 A —
— 4.7 A <— I ik
( — Interstrand
10A <$—— spacing
i 10A
Fibril Intersheet
axis ~—— spacing
Cross-g
Cross-g diffraction Amyloid fibril structure

Figure 15 : (A) Représentation d’un cliché de diffraction
typique d’une structure en croix 3. (B) Modeéle traduisant
le cliché de diffraction observé, tiré de (Nelson and
Eisenberg 2006).

Initialement, les seules informations disponiblesvpnaient de la microscopie électronique a

transmission, de la microscopie a force atomiqueéestclichés de diffraction aux rayons X

sur des fibres. La structure tridimensionnelle ot un assemblage amyloide est donc

longtemps restée une inconnue de par sa taill@alimi’emploi de la RMN liquide, et par

'impossibilité d’obtenir des cristaux. Les proges RMN du solide et I'obtention de cristaux
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de peptides de protéine ayant des propriétés de fimyloide ont levé cette inconnue
(Jaroniec, MacPhee et al. 2002; Petkova, Ishil.€2092; Makin, Atkins et al. 2005; Nelson,
Sawaya et al. 2005; Ritter, Maddelein et al. 2005).

Figure 16 : (A) Structure cristallographique du peptide GNNQQNY provenant
de la protéine prion de levure Sup-35 (tiré de Nelson, 2005) (B) Modéle RMN
de I'état solide du peptide AB1-40 (Tiré de Petkova, 2002) (C) Deux vue du
modeéle en hélice B proposé par Perutz (2002), tiré de (Harrison, Sharpe et al.
2007) (D) Modéle d’un filament de superoxyde dismutase mutante humaine
10ZU (Tiré de Nelson & Eisenberg, 2006).

Le dichroisme circulaire et la spectroscopie irtfuge ont appuyé la nature en brfhsles
agrégats. Les clichés de diffraction aux rayong»elent deux pics, I'un a environ 4.7 A qui
traduit 'espacement entre deux brjhdans un feuillet, I'autre & environ 10 A qui cepend

a la distance inter-feuillets (Figure 15).
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Les différentes structures obtenues mettent erededlla structure en crofxcaractéristique
du cliché de diffraction obtenu, la présence diatéons entre résidus hydrophobes ou entre
résidus polaires. On note par contre une grandadggnéité dans la longueur des bfiret

leur arrangement en feuillet antiparalléle ou peaial

3. Formation des fibres amyloides :

A I'échelle macroscopique, chaque fibre est comééitde plusieurs filaments, eux-
mémes composés de 2 a 6 protofilaments, et soréthiarest de I'ordre de 100 A pour une

longueur qui peut atteindre 20—-25 nm.

La formation des fibres amyloides se fait via d#fés intermédiaires (Figure 17) :

* |le monomere est I'unité de base, peptide ou preiéin

* les oligomeres sont des agrégats globulaires appsrentent a des structures
micellaires. La taille des oligoméres formés esauasi tres variable pour un
méme monomere considéré. Ainsi le peptid@ peut former selon les
conditions des globules de 5 a 15 nm (Lambert,dart al. 1998; Huang,
Yang et al. 2000). Cependant, considérer |'oliga@m@amme un intermédiaire
dans la voie menant a la formation de fibres nteplas 'unanimité (Baskakov,
Legname et al. 2002; Yong, Lomakin et al. 2002; KeéacZareie et al. 2004),

* les protofilaments sont les agrégats linéairesgmt@st une structuration en
feuillets B, ici aussi pouvant étre d’'une grande variabiliéerme de diametre
et de taille,

» les fibres sont composées typiquement de 2 a fdits enroulés les uns
autour des autres de facon hélicoidale. La fibréureaest le produit final

insoluble de 'amyloidogenese.

sz —| ||

Mative peplide Assumes i PROTOFILAMENT PROTOFIBRIL FIBRIL
strandishest Alignmnet of parallel  Twisting of protofilaments  Laleral assoclation and/or
conformation or antiparaliel fi- elongation pf profofilaments
strandishesat and protofibnls

Figure 17 : Etapes et intermediaires conduisant a la formation de fibres
amyloides, tiré de (Harrison, Sharpe et al. 2007).
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L’amyloidogenése nécessite I'agrégation de petfstides ou de protéines natives en des
assemblages structurés qui formeront au final degofilaments et des fibres; des
modifications conformationnelles qui créent ou esgyd des régions capables d'initier ou
promouvoir 'agrégation. La nature et les causesedechangements restent peu connues. De
plus, la détection et I'étude des propriétés deitesmediaires restent tres difficile en raison

de leur existence transitoire et I'insolubilité dssemblages formés.

bY

Une transition de structure vers une structurg est souvent associée a un caractére
amyloidogene. Cependant, la prédiction des strestusecondaires ne s’applique pas
toujours : lap2-microglobuline est un contre-exemple de proté&tnecturée en feuilletd, en
contradiction avec cette hypothese. Kallberg et ooit par ailleurs montré que les protéines
impliquées dans les pathologies & amyloides praéigetdes régions ayant une contradiction
entre des structures secondaires prédites en efsuil et des structures observées
expérimentalement en héliee (Kallberg, Gustafsson et al. 2001). Enfin, la fation de
fibres amyloides est aussi associée a un étatradudétion ou de repliement partiel différent

de I'état natif.

q |Templated Assembly (TA}

A-State Nucleus S State Conversion Coincident with Assembly

b |Monomer-Directed Conversion (MDC ®
° . el @
o—

A-State S State Conversion & Release Assembly

¢ [Nucleated Polymerization (NP} o Figure 18 : Modéle de conversion des
SR Py @ monomeres et assemblage des fibres
Ao @ o ‘ amyloides, tiré de (Kelly 2000).

S and A-States A-State Nucleus A-State Stabilized by Interaction with Nucleus|

Trois modéles sont décrits pour expliquer les midoags conduisant aux modifications
conformationnelles des protéines formant des filjfégure 18). Le ¥ modeéle nécessite la
formation d’'un "noyau" qui pourrait étre un monomeou un oligomere Nucleated

Polymerisation). Une fois formé, ce noyau croit par addition denomeére "amyloide
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compétent” a chaque extrémité et la fibre croiidament. Le second modele se base sur la
conversion d’'un monomere “incompétent” par un magr@n"compétent” Nlonomer-
Directed Conversion). L'étape limitante de ce modele est la conversiopremier monomeére
incompétent. Dans le troisieme modéle, un monoraarsolution et dans une conformation
désordonnée se fixe a une fibre préexistante gluitrsa conversion progressive en une
structure compétente permettant I'élongation ddidee (Templated Assembly). Dans ce

modéle, I'étape limitante est la conversion du nmeaie.

D’'un point de vue cinétique, trois phases peuvemnésédecrites. La premiere phase
correspond au phénomene de nucléation. Au couceitie phase dite aussi de latence (lag-
phase) peu de changements sont observables, tke gligfoméres sont formés sans mise en
évidence des feuillef$ caractéristiques. Cette étape aboutit a la foonaliun noyau stable.

Ce phénoméne est tres aléatoire : la méme expéri@petée en parallele, sur la méme
solution, montre des temps de latence difféerentst@dhansky, Schroeckh et al. 2005). Dans
ce modele, la formation du noyau est I'étape thelynamiquement défavorable. La phase de
latence peut étre supprimée par l'addition initidie fibres déja formées (technique de
d’ensemencement : seeding). Ces dernieres sefeentd@ noyau et les protéines peuvent s’y
fixer directement. La seconde phase correspond cxoiasance de la fibre. Les mono ou
oligomeéres se fixent sur les noyaux préforméslehgént progressivement la fibre a chaque
extrémité. La troisieme phase est atteinte lorsaquyi a plus de monomere en solution, les

fibres ne peuvent plus s’allonger et un équilitseadteint.

Il apparait désormais que la propension a donnerfitbees amyloides soit une propriété
générique de toutes les protéines a partir du mbmeelles sont placées dans des conditions

appropriées.

4. Toxicité des amyloides :

La présence de dépbt fibrillaires, stables et asgandans les tissus de patients atteints
de pathologies liées a des dépbts protéiques gifuement conduit a les considérer comme
la cause de nombreux désordres. Mais il semblelue gn plus clair que la toxicité des
amyloides est aussi liée aux oligomeres qui apgseat au cours de la fibrillogenese. Les

causes du désordre peuvent étre multiples :
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Tout d’abord, une protéine qui s’agrege n’est glisponible dans la cellule pour remplir sa
fonction. De plus, les modifications conformatiole® sous-jacentes a ce phénoméne ont
tendance a exposer des résidus qui sont habitueikeemfouis dans la molécule ou dispersés
dans le cas de peptides ou protéines non repliéde @xposition indésirable permet des
interactions inappropriées avec des composantdaiedls, d’autres protéines, des membranes
ou des métabolites ; ceci conduit & une dérégulad® la machinerie cellulaire (équilibre
ionique, séquestration de protéines essentiellgs conduisant a la mort cellulaire.
L’accumulation de protéines tend aussi a augméateolume de I'organe atteint et a rompre

l'intégrité du tissu dans lequel se fait le procssamyloidogénique.
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Matériels et Méthodes

I. MODELISATION MOLECULAIRE :

La modélisation moléculaire regroupe les méthodegant a décrire et a prédire le
comportement de molécules et de plus larges systaméculaires en évaluant leur énergie.
Celle-ci regroupe les méthodes de mécanique quemtige mécanique moléculaire, et
simulations de dynamique moléculaire. Toutes suititablement associées aux méthodes de
graphisme moléculaire permettant de visualiser @bipuler les molécules dans I'espace a
trois dimensions (X, y, z). L’énergie d’une moléxdépend des positions dans I'espace de ses
N particules, autrement dit de 3N degrés de libEgié- 6 lorsque I'on considere le systeme
en coordonnées internes); aussi, plus I'énergi@ed’configuration est basse et plus cette
configuration a de chance d’exister et d’étre stdbsque la molécule est considérée comme

isolée.

Un systeme moléculaire peut étre totalement caraétéen résolvant I'équation de

Schrédinger:

HY=EY

¥ désigne la fonction d’onde, H I'opérateur Hamilenqui s’applique &, et E I'énergie du
systeme. Cette équation ne peut étre résolue apaytent que pour un nombre tres limité de
particules, comme dans le cas de I'atome d’hydregende I'hélium par exemple. Lorsque le
systeme moléculaire devient plus complexe, la swwnalytique ne peut se faire et nécessite
un ensemble d’approximations plus ou moins impdetaAinsi, I'électron présentant une
masse 1836 fois inférieure a celle du proton, anm pensidérer que les électrons s’adaptent
instantanément aux changements de positions demuxog’est I'approximation de Born-
Oppenheimer qui permet de séparer les mouvemesdtraiiques et nucléaires. L'énergie
totale du systeme est alors égale a la somme derdjie nucléaire (répulsion des particules

chargées positivement des noyaux) et de I'énetgatrénique.

Quand les noyaux sont considérés fixes, les cakanm concentrés sur les électrons qui se
repoussent entre eux et se déplacent dans le célaetpostatique créé par les noyaux. C'est
le principe de base utilisé dans les méthodes meielyuantique, également désignées par le
terme ab-initio et qui permettent de calculer la configurationplas favorable pour une

molécule, uniguement a partir de sa formule chimidue probleme réside dans le fait que ces
méthodes qui tiennent compte de la structure daisaters électroniques ne sont applicables,

pour le moment, qu’'a des molécules ne présentantjgelques dizaines d’atomes non lourds.
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En effet, elles nécessitent un nombre d’opérat@reme et donc des moyens de calcul trés
importants. Etant donné le nombre d’électrons cargedans une molécule, l'utilisation
d’autres méthodes (méthodes semi-empiriques) raéaiuis nombre de particules a traiter,
n'est toujours pas suffisant pour étre raisonnabl@menvisageable pour des systemes
biologiques, ne serait-ce que pour une petite pretégnéme si actuellement par exemple, des
protéines hémiques sont traitées par ces méthddes. méthodes QM/MM (Quantum
Mechanics / Molecular Mechanics) permettent decfédr relais entre les différents niveaux

d’approximation.

D’autres types d’approximations ont été nécessairBélaboration et au développement de
méthodes destinées a I'étude de systemes de mlasegrtailles comme les protéines ou les
peptides, pouvant atteindre jusqu'a plusieurs wizaide milliers d’atomes. Il s’agit des

méthodes empiriques de mécanique moléculaire. @#soaies sont basées sur les principes
de la mécanique classique, et non plus quantiquse eéferent aux positions des noyaux

atomiques et non plus a celles des électrons dé&cuaies.

Puisqu’elles ne tiennent pas compte de la stru@laetronique de I'atome, les méthodes de
mécanique moléculaire ne permettent pas la créaohaisons covalentes comme c’est le

cas dans les méthodes de chimie quantique.

La mécanique moléculaire est basée sur une desariptécanistique de ce qu’est une
molécule : les atomes sont assimilés a des poiassigques (m) chargés (q) reliés entre eux
par des liaisons (ressorts). Une telle descriptréductionniste, rendue possible par
'approximation de Born-Oppenheimer décrite pluathaboutit pour certains systemes, a des

résultats aussi convainquant que ceux obtenusumeadescription quantique du probleme.

1. Mécanique moléculaire :

a. Fonction énergie potentielle empirique et champ foeces :

Les méthodes de mécanique moléculaire et de dym@nmupléculaire sont basées sur
I'utilisation d’'une fonction énergie potentielle pimque, qui regroupe les termes d’énergie
nécessaires a décrire 'ensemble des interacting- iet inter-moléculaires entre particules
liées, et non liées, a I'intérieur d'un systeme écalaire. Cette fonction dépend de I'ensemble
des coordonnées (cartésiennes ou internes) deilde® molécule(s). Dans ce travail, nous
avons principalement utilisé le programme NAMDethamp de forces CHARMM associé
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(Phillips, Braun et al. 2005). Ce dernier utiliseeudescription classique de la fonction

d’énergie potentielle :
Utotal = Ubond + Uangle + Udihedral + UvdW + Ucoulomb

Les 2 premiers termes quadratiques décrivent lesaictions associées a I'élongation des

liaisons covalentes et la variation des angles ésrpar deux liaisons covalentes :

_ bond
U pona = Z k7™ (r; = 101)?

bonds i

U angles = Z kiangle 0; — Hoi)z

angles i

Le 3™ terme regroupe les variations des torsions autaure simple liaison covalente et

d’angles impropres :

quihe(oi - Yl')zl n= O,

dihedral dlhedm“{ki‘“he[l + cos(ni¢; —vil, n; # 0,

-
Figure 19 : Coordonnées internes pour les

interactions liantes : r liaisons de valences,
0 angles de valences, ® angles diedres
valenciels, ¢ angles impropres gouvernés
par I'angle o hors du plan.

Les deux derniers termes décrivent les interactinos liantes entre paires d’atomes,

respectivement sur le terme stérique et le tereeréistatique :
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U = ) ) 4 [(%)12 ) (:_J]ﬂ

i j>1

_ qiq;
UCoulomb - 47‘[807‘- K
3]

i j>1

Les 3 premiers termes souvent désignés par le ténteeactions liantes” font référence a des
atomes sépareés par au plus 3 liaisons covalentegreupent les termes associés aux liaisons
de valence r, aux angles de valenéesaux angles impropres, et aux angles diedres
valenciels®. Les 2 termes suivants ou “interactions non-lighfent référence a des paires
d'atomes i, j, de charges respectivegtyy et séparés d’'une distangeau-dela de 3 liaisons

covalentes :

* un potentiel de Lennard-Jones traduisant les ictierss de van der Waals comporte
un terme internucléaire répulsif & courte distan@n 9 empéchant les
recouvrements stériques, et un terme attractifrf@ra plus longue portée servant a
mimer les fluctuations des nuages électronigagseprésente la profondeur du puits
de potentiel associé et la valeur 6le (diametre de Lennard-Jones) et dépend des

caractéristiques des atomes i et j,

e un potentiel coulombien associé aux interactiorectddstatiquesg représente la
constante diélectrique du milieu, faisant écran elarges get g respectives des

atomes i et j,

* la constante diélectrique peut varier allant deodrge vide a 80 pour I'eau; on peut
également utiliser une valeur @) fonction de la distance; rentre chaque paire
d’atomes. Le fait d’introduire une constante diigoe donnée consiste a mimer le
solvant de maniére implicite. Dans les simulatibtmsque le solvant est traité de

maniéere explicites doit étre égale a 1.

Pour chaque particule, les paramétr@¥'k ry;, ... sont paramétrés dans le champ de forces
pour qu'ils reproduisent fidélement la structurea Hdynamique et les propriétés
thermodynamiques de petites molécules modelesbiess caractérisées expérimentalement.
Dans le cas des protéines, par exemple, des aai@®s isolés ou bloqués, voire des

dipeptides serviront a paramétrer le champ de $orce
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b. Rayons de coupure ou cut-off :

La plus grande part des ressources informatiqoes,des simulations, est dédiée au
calcul des énergies non-liantes. Le nombre desaictiens internes est petit comparé aux
interactions non-liantes<(\N?). En principe, toutes les interactions non-liargese les paires
d’atomes sont calculées. Mais ces interactions ségligeables passé une certaine distance.
Nous avons donc recours a l'utilisation d’'une dist&a de coupurecgt-off) pour ces
interactions. Passée cette distance, les interaction-liantes ne sont plus calculées. Lors de
I'emploi d’'une distance de coupure avec des cambtpériodiques, il faut s’assurer d'utiliser
une dimension de cellule et une distance de coupeirgorte qu’'un atome n’interagisse pas
avec son image et ne pas utiliser une distanceodpuce plus grande que la moitié de la
dimension de la cellule de base. En général, ustartie de coupure de st acceptable; En
pratique, une distance de 10 & 12 A est utiliséetilisation d’une distance de coupure
n‘acceélére pas beaucoup les calculs s'il faut d¢afcles distances entre chaque atome a

chaque calcul d’énergie.

Un gain en temps de calcul est possible par l&atilon d’'une liste de voisins non-liés. Les
voisins sont les atomes qui se retrouvent en dedans distance de coupure. Ces voisins ne
changent pas significativement avant 10 ou 20titara. La distance de coupure pour la liste

des voisins est legerement supérieure a la dis@mceupure pour les calculs d’énergie.

Figure 20 : Différence entre le cutoff et la distance
prenant en compte les voisins de I'atome considéré. Les
paires listées sont autorisées a se déplacer au-dela du
cutoff sans influer sur la conservation de I'énergie.

pairlist distance curoff

Nous avons donc recours a l'utilisation de 2 distsnde coupure : une pour les interactions

de van der Waals, I'autre pour les interactionstébstatiques.

c. Les fonctions Shift et Switch :

Pour le calcul des interactions de van der WaalsMDN permet l'utilisation de la

fonctionswitch définie comme suit, avec I'effet suivant sur ladbon énergie potentielle :
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SW(R,Ron,Rogs) = Opour R > Rops

(R? = Rops*)? X (R? — Rops” — 3(R? — Ron))
(Roff2 - Ronz)3

SW(R, Ron, Rogs) = pour Ryrr > R > Rop

SW(R, Ron, Rosr) = 1 pour R < Ry,

energy

distance

Figure 21 : Potentiel de van der Waals avec ou sans la fonction
switch.

Cette méthode améene progressivement le potenfietitre les distances,Rdéfinie par la
variable switchdist et Ry définie par la variableutoff. Ceci évite par ailleurs de tronquer
brutalement la courbe d’énergie potentielle.

La fonctionshift modifie toute la valeur de courbe d’énergie poédiet

RZ
Roff

c
SH(R, Ron, Rofy = QinSO—R(l ——)?

energy

|
cutoff distance

Figure 22 : Effet de la fonction shift sur un potentiel
électrostatique.
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En ce qui concerne les interactions électrostasigneus avons utilisé la sommation d’Ewald

(Ewald 1921). Le calcul se fait en deux partiedurples courtes distances, il s’effectue de
facon conventionnelle avec leut-off alors que pour les longues distances il y a une
sommation dans I'espace de Fourrier, en utilisastgrille. Cette méthode permet de calculer
les interactions électrostatiques d’'un atome degeha@ avec tous les autres atomes du

systeme, ainsi qu’avec toutes ses images péricsliqua’y a donc plus de troncature des

interactions électrostatiques ce qui permet d’aumie meilleure modélisation de ce type

d’interaction. "Particle Mesh Ewald" est une méthaificace de calcul de la sommation

d’Ewald (Darden, York et al. 1993; Essmann, Peted. €995).

d. Traitement de 'eau :

Le modéle d’eau utilisé est le modéle TIP3P (JasganChandrasekhar et al. 1983).
Ce modéle rigide prend en compte les interactiamdombiennes et les expressions de
Lennard-Jones, I'angle entre les atomes d’hydroggstemaintenu constant. Il comporte 3
sites d’interactions électrostatiques : charge tidgyde I'oxygéne, charges partielles positives
sur des hydrogénes. L’interaction de van der Wealse deux molécules d’eau sera calculée
d’apres la fonction de Lennard-Jones avec seulemagnsimple point d’interaction par

molécule centré sur 'atome d’oxygene.

Pour éviter non seulement que la densité du solaantoisinage du soluté ne varie, mais
aussi que la zone de solvant ne soit au contaettdilu vide (effets de bord), des conditions
périodiques aux limites sont imposées. Le systeoh#éssolvant constitue la boite centrale
qui est répliquée sous forme d’'images dans toeteslirections de I'espace pour un total de
[(3x9) - 1] =26 images.

La fonction d’énergie potentielle n’est calculéeqour le systéme central et ses interactions
eventuelles avec les atomes des boites imageséussguels mouvements de chacun des
atomes sont ensuite répercutés dans toutes legsmaAmsi, si une molécule de solvant sort
du systéme principal, par le jeu des conditionsodérues aux limites, I'image de cette méme
molécule est réintroduite dans la boite primaireqoepermet d’avoir toujours une densité

constante du solvant.
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e
L 2
®
L2
o
@

Figure 23 : Principe des conditions
périodiques aux limites.

e. Méthodes de minimisation d’énergie :

L’énergie potentielle d’'un systeme a N atomes astfonction de ses 3N coordonnées
cartésiennes décrivant une hypersurface d’énemgentpelle dans I'espace a 3N dimensions.
Il est impossible de représenter géométriquemete sarface dans sa globalité, sauf pour des
cas tres simples ou I'énergie ne dépend que de dad®axdonnées, auquel cas une
représentation tridimensionnelle est possible. Euétisation moléculaire, on recherche a
localiser les points de cette surface correspondamt minima d’énergie identifiés par
l'utilisation d’algorithmes de minimisation. Le pdiayant une énergie maximale entre deux
minima est d’'intérét: c’est un point de selle, dyane conformation appelée structure de
transition. Les minima et points de selle possedsrd@ dérivée premiére de la fonction
d’énergie par rapport aux coordonnées qui est nudegrand nombre de minima d’énergies
d'un systéme moléculaire conduit souvent a un éctlass la localisation du point
correspondant au minimum global d’énergie, et éehrtiques de minimisation décrites ci-

dessous n'aboutissent souvent qu’a l'identificatierminima locaux.

La méthode du gradient conjugué (GC) est la métlmgéementée dans NAMD. C’est une
méthode qui possede de meilleures propriétés deeogence; elle tient son nom du fait
gu’elle considere les étapes précédentes de matiimms pour s’orienter dans la meilleure

direction.
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Les autres méthodes largement répandues sont oraismplémentées dans NAMD

- la méthode de la plus grande pente (“Steepestddé’s: SD) est une méthode non
convergente qui aboutit & de faibles déplacememts dtomes du systeme et sert
principalement a éliminer les mauvais contacts s stériques) lors de la construction de

modeles moléculaires,

- les méthodes Newton Raphson (NRAP) et AdoptedsBéswton Raphson (ABNR)
sont des méthodes convergentes basées sur le dallzutiérivée seconde.

Aucune de ces méthodes ne garantit I'obtention ghinmum global d’énergie, aussi il est sont
souvent utilisés dans une séquence définie : daB0r puis GC ou ABNR pour converger en

local.

2. Méthodes de Dynamique Moléculaire (DM) :

a. Principe :

La description d’'une molécule comme un ensemblpailets massiques permet de lui
appliguer les lois de la mécanique classique. Leadyque moléculaire permet d’engendrer
des configurations successives au cours du tempa dystéeme moléculaire grace a
l'intégration des équations de Newton. Le résuéist une « trajectoire » qui décrit les
positions et vitesses de tous les atomes de lacoiel@u cours du temps. La seconde loi de
Newton s’écrit :

o
I

E

8|

ou F{ est la force s’appliqguardur la particule i,m est la masse de I'atome @, son

accélérationr; sa position.

NAMD utilise I'algorithme Verlet-vitesse (Allen andlildesley 1987) pour l'intégration des
éguations de Newton. L'algorithme de Verlet clagsigtilise les positions et accélérations au
temps t, et les positions de I'étape précéderite, df), pour calculer les nouvelles positions a

I'étape t +6t, en s’appuyant sur un développement limité :
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r(t + 8t) = r(t) + Stv(t) + %&Za(t) + ..
r(t —6t) = r(t) — 5tv(t) — %&za(t) - ..

ce qui donne en combinant les deux équations peétésl :
r(t + 6t) = 2r(t) — r(t — 6t) + St?a(t)
Il est alors possible d’obtenir les vitesses aipdes positions :

[r(t) + &t) —r(t — 6t)]

v(t) = 20t

L’algorithme de Verlet-vitesses calcule les posisica t6t, en calculant tout d’abord les

. St
vitesses az— .

v(t +%) =v(t) + a(t)%

Les positions des atomes sont alors déduitesta t+

r(t+6t) =r(t) +v(t+ %)&

Les forces f(t®t) et accélération a(bt) peuvent étre calculées a partir des nouvellésuvs

de positions r(t). Enfin, les vitesses au temps $ont déduites :
&t &t
v(t+6t) = v(t +?> +a(t+ 51:)?

Les vitesses initiales sont distribuées de facéataire selon une distribution de Maxwell.
Une simulation de dynamique moléculaire résoutémpsations pour I'ensemble des atomes
du systeme étudié, et ce itérativement, jusqu'aétadu calcul. Pour pouvoir appliquer ce
type d’équations, il est nécessaire de choisirasidiintégration finiAt (pourst) trés inférieur

a la période des mouvements les plus rapides hellécatomique (vibration d’élongation
d’une liaison X — H), c'est-a-dire de I'ordre dddantoseconde (1 ou 2 fs). L’augmentation du
pas d’intégration réduit la durée nécessaire peaicélculs mais néglige les phénomenes dont
'échelle de temps est inférieure a cette valeuajsnsurtout risque de rendre le systeme
instable. La procédurBHAKE (Ryckaert, Ciccotti et al. 1977) permet, en cogimant les
longueurs de certaines liaisons, comme les liaisopsiquant un hydrogene, d'augmenter le
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pas d'intégration de 2 fs. Enfin, un gain en teogsalcul peut étre obtenu en utilisant un pas
d’intégration différent pour les interactions a deportée et les interactions a longue portée :
multiple timestep (Street, Tildesley et al. 1978). En combinaisonaénction shake, cette

fonction permet d’utiliser un pas de 2 fs pouritgsractions de courte portée et 4 fs pour les

interactions de longue portée.

Pour un systéme considéré comme isolé, nous avons-:E; + Ep avecEr'énergie totale
du systemekc et Ep respectivement les énergies cinétique et poteatiellest définie par la
forme du champ de forces décrit précédemment. Oa Eg a la vitesse par la relation

1 . . . . . . 71 £ .
E. = Emvz ce qui fait ainsi le lien avec les positions Fatcélération a.

De plus,Ec est relié & la température par la relatidgh = %NkT

avec ' nombre d’atomesk constante de Bolztmanii, la température absolue en Kelvin.
Cette relation explique que si la température amgepela vitesse augmente et donc le

mouvement.

L’équation de Langevin est utilisée dans NAMD pgeénérer une distribution de Boltzmann
pour I'ensemble canonique (NVT, particules, voluetetempérature constants), et ainsi

contrbler la température.

2vkgT
M

Mv=F(r)—yv+ R(t)

ou M est la masse, est la vitesse, F la force, r la positigrie coefficient de friction, kla
constante de Boltzmann, T la température et R(thotae sur I'atome i causée par des
fluctuations aléatoires résultant des interactiavisc le solvant, force aléatoire, non-corrélée
avec la vitesse ou la position de l'atome i, changg dans le temps, et obéit a une

distribution gaussienne centrée sur zéro.

Les deux derniers termes représentent un couplageréservoir thermique. Les parametres
de simulation concernant le contréle de la tempégasont le coefficient de frictiop et la

température désirée
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Dans I'ensemble isobare-isotherme (NPT), le coetd# la pression se fait également en
utilisant I'équation de Langevin, par un couplage@un piston agissant sur le systeme

simulé. Les parameétres du contrdle de la pression:s

» la pression désirée (les unités sont en bar avedDlAsoit 1 atm=1.01325 bar),

» la température du piston T et sa période d’osmitat (fs): ces valeur sont reliées a la
masse du piston W = 3RkgT.

* la friction exercée sur le piston est donné via aokelle de temps de friction. Ce
terme doit étre égal ou plus petit que

b. Protocole de simulation :

Toutes les simulations ont été réalisée dans liebke isotherme-isobare (NPT :
298K, 1 atmosphére). La premiéere étape consisbtedio les coordonnées de tous les atomes
du systeme. L’ensemble des systemes étudiés (pspfidéaires) sont construits en
conformation étenduep€180°;y=180°) en bloquant les extrémités N-terminale (da&on,
COCHg) et C-terminale (amination, N Cette précaution permet d'éviter des effets
d’attraction artéfactuels entre les extrémités gbas qui peuvent survenir pour des peptides
de petite taille (5 a 15 résidus dans notre cas).

Le peptide est immergé dans une boite d’eau, mddeiBP étendue d’au moins 13 A (égal
au cutoff) dans les trois directions de lI'espace par rappar dimensions minimales du
peptide. Toute molécule d’eau & moins de 2.8 Aeptige est éliminée.

Le systéme est ensuite soumis a 5000 pas de matiorisen gradient conjugué puis 100000
pas d’équilibrage en réinitialisant les vitess@98K, avec un coefficient de friction de 5'ps
Dans un 2™ temps, le systéme est de nouveau minimisé perBROQ pas et équilibré
pendant 200000 pas a 298K. Le systeme est enfiiibggupendant 250000 pas a 298K en
diminuant la constante de friction & I'pisa production proprement dite consiste & laisser le
systeme évoluer a 298K, 1 atmosphére sur une dotéle de 50 ns. Les coordonnées, les
vitesses et les énergies sont sauvegardées testéspls. A la fin des 50 ns de simulation, la
production nous donne 10000 structures.

3. Analyse des trajectoires :

Les trajectoires sont visualisées sous VMD (Humphbalke et al. 1996). Ce logiciel
inclus des utilitaires d’analyse.
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a. Rayon de giration :

Le rayon de giration permet d’évaluer la compaditén peptide. Si le rayon de giration est
élevé, le peptide est considéré comme étendie; rsiylon de giration est petit, le peptide est
replié. Cette variable peut-étre intéressante puoattre en évidence des éequilibres entre

conformations étendues et repliées.

ORTOIGORPR

Ragyr -
gy ?=1W(l)

avecr(i) la position de I'atomeetr le centre géométrique

b. RMSD :

Le RMSD Root Mean Sguare Deviation), écart quadratique moyen, traduit I'écart
moyen sur la position des atomes entre deux stegtsuperposées. En pratique, I'écart est
calculé sur la position des,Gu sur les atomes de la chaine principale. Le RMSDvalué
tout au long de la simulation par rapport a lacttree initiale ou par comparaison entre toutes

les structures générées au cours de la trajectoire.

N
I~y L
RMSD(i, ) = NZIIn,n — 7’
n=1

avecN nombre d’atomes du systemergf position de I'atome dans la conformation

c. Structures secondaires :

Le suivi des structures secondaires est effectus MMD par l'intermédiaire du
logiciel STRIDE (Frishman and Argos 1995). Cet altpone se base a la fois sur I'existence
de liaisons hydrogene et sur les valeurs des auligeses de la chaine principale. Il permet
I'attribution des coudes (T), des structures étesdiype brin (E), de pont isolé (B), des
hélicesa (H), des hélices 13 et des héliceg. Tout ce qui n'est pas attribué dans une des

catégories précédentes est considéré comme baod)e(Tableau 1).

Nous avons aussi utilisé I'algorithme PROMOTIF (thihson and Thornton 1996) basé sur

DSSP (Kabsch and Sander 1983). DSSP repose uniqueunel’arrangement des liaisons

hydrogene pour lattribution des structures secordaNous avons utilisé PROMOTIF car il

permet I'attribution du type de coufle partir des valeurs des angles diedres des sdsidu
50



Matériels et Méthodes

eti+2 pour des coudes dont la distance entre le résidle résidu+3 est inférieure a 7 A.
Cette méthode autorise une variation des angles y de + 30° par rapport aux valeurs

canoniques.

L’évaluation de la polyproline 1l a été effectuéa pxtraction des anglesety sous VMD et

filtrage sous R.

T E B H G | C

Isolated . . ) . .
Turn Extendeq : a helix 310 helix Pi helix Coil
Conformation Bridge

Tableau 3 : code couleur correspondant aux structures secondaires sous VMD.

II. METHODES EXPERIMENTALES :

1. Syntheése chimique:

Les peptides sont synthétisés en phase solide |S®P3in synthétiseur APPLIED
BIOSYSTEM 431A. Cette méthode repose sur I'utiimatd’une matrice solide et insoluble
(résine) sur laquelle la chaine peptidique estdiédacon covalente par son acide aminé C-
terminal. La synthese est réalisée de l'acide ar@itérminal vers le résidu N-terminal (sens
inverse de lecture). Le principal avantage de @gifmoche réside dans le fait que le produit
reste accroché a la matrice a chaque étape denthesg. Cela permet au cours de la
purification, avec les solvants appropriés, ded&madasser des exces de réactifs et des sous-
produits de la réaction. De plus, les réactionfoee dans une chambre unique réduisant les

pertes de produits au cours des transferts desnatkaires.

La fonction amine des acides aminés utilisés estégée par un groupement Fmoc (9-
Fluorenylmethyloxycarbonyl) pour permettre I'actiem du groupement carboxilique par le
DCC/HOBt (DiCyclohexylCarbodiimide/HydroxyBenzotziale). Le cycle de synthese en

phase solide se déroule selon le schéma suivant :
- fixation covalente du résidu Fmoc-AA la résine,

- déprotection du groupement Fmoc enJNdid résidu AA,
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- liaison du résidu AA4, protégé en Nhlet activé en COOH, au résidu AA
- répétition cyclique des deux étapes précédentgs’pusa fin de la synthese,
- déprotection du résidu N-terminal.

Les réactions de déprotection du groupement Fmaté&ingation de la chaine peptidique
ont lieu dans une chambre de réaction tandis cqaativation du COOH se fait dans une
chambre d’activation séparée.

Le détachement du peptide de la résine est effestaé de I'acide trifluoroacétique (TFA).
En fonction des acides aminés composant le pepltidaut éventuellement procéder a
I'élimination des groupements protecteurs fixéexttémité des chaines latérales.

La résine est ensuite filtrée sur un support parelawée au TFA et au DCM

(DiChloroMéthane). Le peptide est enfin précipiténsl I'éther éthylique, centrifugé,

resolubilisé dans I'eau et lyophilisé.

Un échantillon du peptide synthétisé est envoy&enire de spectrométrie de masse du
Centre National de la Recherche de Naples afiredtifler la composition de I'’échantillon et
sa pureté. Si le poids moléculaire de produit Stigk correspond au poids moléculaire

attendu, la solution peut étre purifiée.

2. Chromatographie Liquide Haute Performance :

Les peptides synthétisés sont purifies par HPLGteGechnique de séparation repose
sur I'affinité des molécules pour les phases statire et mobile. La phase stationnaire est
constituée d’octadécylsilane (C18) greffé a un supen silice dont les particules font 10 um
et sont espacées de 300 A; la phase mobile estitoéesd’un mélange de solvant dont le
rapport est variable au cours de la purificatiomsf pour la purification de peptide, la phase
mobile est un mélange;B (0,1% TFA) et CHCN (0,1% TFA).

3. Dichroisme circulaire :

a. Principe :
La lumiére est une onde électromagnétique, assariém photon d’énergievh
constituée d’un vecteur champ éIectrioﬁ:et d’un vecteur champ magnétiqﬁequi oscillent

tous deux perpendiculairement a la direction depagation (Figure 24). Pour la lumiere
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naturelle, le vecteur champ électrique peut pretaliees les directions perpendiculaires a la

direction de propagation, la lumiere est non peé&ei(Figure 25A).

Figure 24 : Onde plane monochromatique sinusoidale.

D1

Figure 25 : (A) Direction de propagation de la lumiere
naturelle (B) de la lumiére polarisée verticalement (C) de la
lumieére polarisée horizontalement. (D1) Champ électrique

résultant des deux vecteurs équidistants Ep et E¢ (D2) Activité
optique «a et ellipticité 0 de la lumiére polarisée dans un plan,
émergeant d’'un milieu optiquement actif.
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Lorsque la lumiére est polarisée linéairement,deteurE oscille dans plan unique (Figure

25B, C, D1). Les deux composantgset E, oscillent en phase. Un déphasage entre les deux

composantes va induire un vectéudécrivant une ellipse (Figure 25D2).

On parlera alors d’'onde polarisée elliptiquemergllipticité 6 définit I'angle entre les deux

demi-axe de l'ellipse formée. Une ellipticité nuttaduit une lumiere polarisée linéairement.

Pour un angle® valant 45°, le vecteuE décrit un cercle, la lumiére est alors polarisée

circulairement. Selon le sens du parcours du cdecleolarisation est droite ou gauche.

L’interaction de la lumiere polarisée circulairerhamec des molécules chirales donne lieu a
au phénoméne d’activité optique. Elle se manifpsteune modification de I'amplitude des
composantes polarisées droite ou gauélee(Eg), et par un effet sur leur phase. Elle traduit
une interaction des molécules avec la composangnétigue de I'onde lumineuse. Cette
interaction est beaucoup plus faible que celleadeomposante électrique mais elle est trés
sensible a la polarisation circulaire, alors quetdraction électrique ne I'est pas. Seules les
molécules chirales sont optiquement actives. Etiqu@, toutes les molécules biologiques
sont chirales, c'est le cas des acides aminés pemme qui possédent un carbone
asymetrique et un seul énantiomeére. Le dichroidroalaire (Figure 26) est la differene&
d’absorbance d'un échantillon chiral pour de la ikma polarisée circulairement

successivement a gauche et a droltd = A; — A,

Ay

optiquement actif
= = |!'|.||

Figure 26 : Principe optique du dichroisme circulaire,
différence d’absorbance AA entre les lumiéres polarisées
circulairement a gauche A¢ et a droite Ap.

Connaissantl le trajet optique en cm e€ la concentration molaire en mof-Len

chromophore, on obtient le pouvoir dichroique nrelai

Ao = Yy
S—Sg gd_l.C

54



Matériels et Méthodes

avecgg et gq les coefficients d’extinction molaire pour la lwme polarisée a gauche et a

droite.

Ae est déterminé expérimentalement par mesurd &g ellipticité molaire exprimée en

degré.cridmol™ :

[6] = 3300.A¢ = 100.6
= AE = Cl

b. Application aux protéines :

La spectroscopie de dichroisme circulaire est strument permettant d’identifier la
conformation d'un peptide ou d'une protéine et davre/identifier des équilibres
conformationnels en fonction des conditions expéntales telles que la température, le type
de solvant, la présence de sels ou la concentratiopeptide ou protéine. Le spectre DC
d’'une protéine est une somme de contributions pestes liés aux éléments de structures
secondaires qui la composent. Les différences al@sespectres enregistrés dans diverses
conditions (températures différentes par exemptd) pgermettre de mettre en avant les

modifications conformationnelles mises en jeu.

(a) n_..'n'*
Amax = 220nm

’d
Gl 04 T—T*
% Amax = 200nm
A3

N—¢,

/
H

Mean Residue Ellipticity

160 180 200 220 240 260
Wavelength (nm)
Figure 27 : (a) Orientation des transitions n->n* et m->n* dans la liaison peptidique (b)
Spectres caractéristiques de protéines en hélice (rouge, myoglobine) en feuillet f§ (bleu,

concanavaline A ; cyan, beta-lactoglobuline), polyproline II (orange, collagéne). Tiré de
(Whitmore and Wallace 2008).
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Dans le cas des peptides et des protéines, le optwre est la fonction amide de la liaison
peptidique, responsable de I'absorption du sigeatidhroisme circulaire dans la région de
'UV lointain. Deux transitions électroniques samtl’origine du signal : la transition x
autour de 230 nm (impliquant les électrons nontdiate 'oxygene du carbonyle) et la
transition-n* aux environs de 200 nm (impliquant les électrandu carbonyle) (Figure
27A). L'intensité et I'énergie associées a cessitaons dépendent des valeurs des angles

y et donc des structures secondaires (Figure 27B).

L’hélice o est caractérisée par un spectre de dichroismelaine avec deux contributions
négatives d’intensités proches a 210 et 220 nrsj guiune intense bande positive en dessous
de 200 nm. L’allure du spectre associé a cettetstrel est tres peu sensible aux conditions
expérimentales, comme le solvant par exemple, deagaande régularité de cette structure.

Les brins et feuillet§ donnent un spectre avec une bande négative vérardlet une bande

positive vers 195 nm. Les brins et les feuilletsqwtent un spectre qui est beaucoup plus
sensible a I'environnement et la nature des résigides composent. De plus, les brins et
feuillets peuvent adopter une orientation parallele antiparallele et présenter des

déformations par rapport a un brin ou un feuilldéal” qui modifient I'allure du spectre.

Les boucles présentent une forte bande négativendate a 200 nm, ainsi qu’'une petite

contribution positive ou négative aux alentour2#e nm.

Les coude$ sont plus difficiles & mettre en évidence par ditdme circulaire. Les valeurs
des angles diédres proches de I'hétidgoude de type I) ou du feuillgt(coude de type II)
donnent des signaux confondus dans ceux proveremntédlices et des feuillets dont les
contributions sont plus fortes. Ainsi, les coudemtsdifficilement détectables dans les
protéines, par contre ils sont bien décrits darlgtéaature pour de petits peptides : le coude
de type | a une allure de spectre d’hélicde coude de type Il est caractérisé par une bande
positive vers 200 nm, le coudede type VIl présente un spectre proche d’unectire

désordonnée avec une bande négative a 200 nmépautement & 220 nm.

Une étude en température est requise pour mettéwidance la présence de polyproline II.
Le spectre associé a cette structure secondaippasente au spectre d’'une protéine ne
possédant pas de structure secondaire. Le une bégdéive dominante vers 195 nm et une

bande positive aux alentours de 217 nm. Lorsquentgérature diminue, les deux bandes de
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la PPIl augmentent en intensité indiquant une &iracplus stable soumise a moins
d’agitation thermique. Cet effet de températuresin’pas reproduit pour une protéine
désordonnée.

D’un point de vue pratique, les spectres sont estrég sur un spectropolarimetre Jasco J-600
a différentes températures, a la concentration.tien@/mL, dans une cellule de 0.1 cm. La
température est maintenue par couplage a un bakKIEALes spectres sont enregistrés dans
l'intervalle 190-250 nm tous les 0.1 nm.

4. Turbidimétrie :

La turbidimétrie est couramment employée dansxegrences de coacervation de la
tropoélastine et ses dérivés peptidiques. Cettdadét exploite I'absorption et la réflexion
d’un rayon lumineux de longueur d’onde connue.uraitimétrie est enregistrée a 440 nm en
fonction de la température sur un spectrophoton@amy UV50 équipé d’'un systeme Peltier
de contrdle de la température. Les mesures sagtdteéfes dans une cuve en quartz contenant
1.5 mL de peptide en solution dans I'eau ou tamfpram 50 mM, NaCl 1.5 M et Cagll M a
pH 7. La température de la solution est augmerge®°@/min et 'absorbance est mesurée a
440 nm.
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Résultats

I. Etudes des peptides (XGGZG); :

Dans cette partie nous allons tout d’abord nougrésser aux comportements
dynamiques des pentapeptides pour nous intéreggenfiuences des chaines latérales dans

les différentes permutations étudiées.

L’ensemble des quatre peptides XGGZG avec tousegdanutations valine et leucine
possibles a été simulé a 298 Kelvin en solvantieixplsous NAMD en utilisant le champ de
forces CHARMM. Ces pentapeptides sont les suivadtsGVG, VGGLG, LGGVG et enfin
LGGLG, ce dernier peptide présentant les chainésralas les plus importantes. Les
extrémités sont protégées par un groupement acétylamide en N et C terminal,
respectivement. Bien gu'il ait été démontré expéritalement qu’'une longueur de séquence
minimale d’environ 20 résidus soit nécessaire a flarmation d'assemblages
supramoléculaires, il nous parait nécessaire datdébétude par le motif XGGZG puisque

ce dernier constitue le bloc minimal des différgraptides elastin-like qui seront étudiés dans

ce travail.
radius of gyration (mean, min, end-to-end distance (mean, min,
sequence
max, sd) max, sd)
VGGVG 5,333 (3,775] 6,616 | 0,538) 11,100 (3,328 | 1 7,120 | 2,708)
VGGLG 5,438 (3,826 | 6,727 | 0,554) 11,014 (3,432 |1 7,120| 2,799)
LGGVG 5,474 (3,967 | 6,815 | 0,536) 11,60 (3,406 | 1 7,120 2,421)
LGGLG 5,554 (4,135 6,931 | 0,579) 11,2304(3,350 | 1 7,120 | 2,635)

Tableau 4 : Statistiques des rayons de giration et distances mesurées bout a bout (bab),
valeurs moyenne, minimale, maximale, et déviation standard.

Pour chaque simulation, la distribution des distanentre les € des résidus 1 et 5
(non montrée) ne semble pas faire apparaitre déralifces entre les peptides avec un
maximum de population entre 10 et 15 A. Au regaedaddistribution des rayons de giration
(Figure 28), il semble que pour les peptides VGGLGGVG et LGGLG il y ait deux
population dont les rayons de giration sont cerdarésur de 5 A et 6 A. La valeur moyenne
de ce facteur augmente avec l'augmentation du nanéa leucine (Tableau 4). Ce constat
n'est pas surprenant compte tenu de la différemceéaille entre les chaines latérales de la
valine et de leucine @Il11NO; et GHi3NO,, respectivement). Le peptide VGGVG a une
distribution qui est plus équilibrée.
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Figure 28 : Histogrammes des rayons de giration pour les peptides a) VGGVG, b) VGGLG,

¢) LGGVG, d) LGGLG.
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Figure 29 : Rayon de giration au cours des 5 derniéres nanosecondes
de la trajectoire. a) VGGVG, b) VGGLG, c) LGGVG, d) LGGLG.
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Si on s’intéresse a une courte portion de trajexi ns), nous pouvons constater que
le rayon de giration fluctue énormément autouradealeur moyenne. L’analyse de ce dernier
sur la trajectoire entiere ne permet pas de fgwmaitre un état stable (étendu, replié ou
intermédiaire) sur une échelle de temps suffisanihomigue. Cependant, il semble qu’il soit
possible de mettre en évidence un équilibre ave@dranges tres rapide entre des structures
plus ou moins repliées et étendues sans pour aatait une prédominance de l'une ou
lautre. L'analyse de la distance (Figure 30) etggedeux @ en position 1 et 5 sur la méme
échelle de temps (5 ns) permet de traduire le méamportement oscillant entre des

structures compactes (<10 A) et plutét étendued 1

a) b)
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1 1 1
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Figure 30 : Distance bout a bout mesurée au cours des 5 derniéres ns
de trajectoire. a) VGGVG, b) VGGLG, c) LGGVG, d) LGGLG.

Sur des peptides de cette taille et ayant troisighg, il est difficile de tirer des
conclusions permettant de caractériser précisélmaramportement des peptides. Il est aussi
peu probable de voir apparaitre des structuresndages telles que les hélices ou les brins

clairement formées. Mais comme il a déja été moatrélaboratoire, de courts peptides
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peuvent former des coudes qui leurs conférentapl@urs, parfois une activité biologique.
Au dela de ces considérations, les peptides que @tdions adoptent environs 25 % (somme
des coudes observés sur I'ensemble des 10000wstsdinales) de structures en coude avec
des G des résidus i et i+3 distants de moins de 7 A @awrscde la trajectoire (Tableau
5)Tableau 5 : Attribution des coud@spour chacun des peptides XGGZG.. Le détail de
I'attribution des coudes montrent que le type I'¥ (@pondant pas a des critéres d’attribution
particuliers) est largement majoritaire. Seul lptgke LGGVG montre un plus faible nombre

de coude, nombre qui est de plus déplacé sur lgecbGGV.

I I Il 15 \% Vil
VGGV 4 3 44 2 949 18 1020
GGVG 5 0 0 24 1374 17 1420
VGGL 0 1 48 24 1055 28 1156
GGLG 14 0 0 27 1442 5 1488
LGGV 2 1 9 3 901 39 955
GGVG 0 0 0 13 494 9 516
LGGL 5 7 7 27 1150 29 1225
GGLG 18 0 0 29 1164 26 1237

Tableau 5 : Attribution des coudes 3 pour chacun des peptides XGGZG.
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Figure 31 : Diagrammes de Ramachandran du résidu en position 4 (A) et structuration en
polyproline II (B), pour les peptides VGGVG (a), VGGLG (b), LGGVG (c), LGGLG (d).
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Le détail de I'analyse de la polyproline 1l (FigiB&) met en évidence une propension
plus favorable de la valine a explorer des anglesy dans la région -75° ; +145° lorsque ce
résidu est en position 4 par rapport a la leudingest pas possible de mesurer cette structure

secondaire dans le cas des résidus en positiob patabsence de I'angpeou .

Le regroupement en famille de conformation nousmger de rassembler les
conformations proches les unes des autres en gtegcteprésentatives. Cette opération est
réalisée avec l'outil g_cluster disponible danpéekage GROMACS. Le seuil de coupure
retenu pour la séparation des différentes strustese de 0.8 A, et permet de générer environ
50 clusters pour chaque séquence. Les dix premlgsters sont suffisants pour décrire 70 %

des structures tandis que les vingt premiers déati90 % des structures.

700

909

Figure 32 : Equilibre de conformations pour le peptide VGGVG illustrant le phénoméne de
coude glissant. La population de chaque conformation est indiquée.

Les cing premiers clusters de chaque peptide ndostle comportement en coude
glissant de I'élastine ou existent en équilibre siegctures étendues (1), treés repliées (2), et
des structures intermédiaires (3) (Figure 33). Aipar exemple pour le peptide VGGVG
(Figure 32), I'équilibre peut étre décrit de ladacsuivante (la population de chaque structure
représentative est indiquée) : la difficulté a Btates conformations stables au cours de la
trajectoire vient d’une part du contenu en glyaim&s aussi de I'exposition directe au solvant

des résidus hydrophobes. A la différence de ceequi se produire dans un exon ou dans la
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molécule de tropoélastine entiére, les domainesdpywbbes ne peuvent pas se regrouper et

minimiser les interactions avec le proche environaet que constitue I'eau.

Les simulations sur I'ensemble de ces peptidedisésaen début de thése sur le
calculateur ROMEOL1 de notre université, montrencamportement classique des peptides
élastiques retrouves dans I'élastine et qui ord t8f I'objet de nombreuses études dans notre
groupe. Il apparait, que nonobstant 'encombrentkenta chaine latérale grandissant, les
pentapeptides étudiés montrent un équilibre erdreambreuses conformations. La théorie
des coudes glissants, initialement proposé par l&. Ffamburro, se trouve ici de nouveau
vérifiée. Pour passer d’'une structure étendue asicgtendue a repliée, le peptide doit passer
par des intermédiaires de polyproline Il et présedes coudes qui vont se déplacer selon la
chaine (ici les peptides étant courts, il ne peavgir que des coudes sur les 4 premiers

résidus ou sur les 4 derniers).

Dans le paragraphe suivant, nous allons nous s#éreaux mémes motifs peptidiques
et aux mémes combinaisons en augmentant la taillepeptide. Il est évident qu’'un
décapeptide ne devrait pas permettre I'obtentiodedex bringl qui pourraient s’associer en
feuillet, mais nous souhaitons regarder le compuoete conformationnel de chacun de ces

peptides avec un regard plus particulier sur latjon entre deux motifs successifs.
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res représentatives des 10 premiers clusters pour cha

(VGGVG), b) (VGGLG), ) (LGGVG), d) (LGGLG).
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I1. Etude des peptides (XGGZG)2 :

Les quatre combinaisons ont été étudiées dans I|émem conditions que
précédemment. Comme pour les peptides simples ¢Blu® n=1), les décapeptides
présentent une grande variation du rayon de girgdiggure 34) ne montrant pas de stabilité a
établir une structure compacte sur un temps lorausNoouvons constater une fluctuation

permanente entre des valeurs allant de 6 a 10 A.

Rayon de giration - 2xVGGVG Rayon de giration - 2xVGGLG
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Figure 34 : Rayon de giration mesuré pour chacun des peptides XGGZG.
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I I Il I I VI Total
1VGGV4 13 0 86 6 887 34 1026
2GGVG5 8 0 0 87 2122 1 2218
3GVGV6 153 0 293 0 2730 278 3454
4VGVG7 4 0 0 5 1101 22 1132
SGVGG8 41 0 88 0 842 53 1024
6VGGV9 1 7 3 1 978 23 1013
7GGVGI10 6 0 0 30 1528 15 1579
I I Il I I VI Total
1VGGL4 2 24 3 19 1015 40 1103
2GGLG5 16 0 0 28 1545 24 1613
3GLGV6 47 0 271 0 2280 111 2709
4LGVG7 3 0 0 49 2708 18 2778
SGVGG8 94 0 29 0 1139 58 1320
6VGGLIY 3 9 2 16 1124 37 1191
7GGLG10 11 0 0 25 952 5 993
I I I I I VI Total
1LGGV4 4 1 16 0 752 8 781
2GGVG5 21 0 0 83 2938 0 3042
3GVGL6 72 0 2 0 2459 376 2909
4VGLG7 0 0 0 19 1165 21 1205
SGLGGS8 136 0 130 0 1260 132 1658
6LGGV9 0 4 61 19 976 17 1077
7GGVGI10 5 0 0 17 1312 12 1346
I I Il I I VI Total
1LGGL4 0 33 25 5 707 15 785
2GGLGS 32 0 0 27 1775 1 1835
3GLGL6 97 0 9 0 1320 162 1588
4LGLG7 2 0 0 22 1251 29 1304
SGLGGS8 170 0 246 0 1836 83 2335
6LGGL9 2 0 14 7 758 40 821
7GGLG10 10 0 0 33 1113 7 1163

Tableau 6 : Attribution des coudes 8 pour chacune des répétitions (XGGZG)..
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Nous pouvons remarquer que pour les 3 premiersdespties deux coudes qui sont
majoritaires sont chevauchants, ce qui n’est paasdegour le peptide (LGGL&)Ceci traduit
un équilibre de coudes glissants sur les 5 résidnsécutifs (Tableau 6). Les coudes sont trés
largement du type IV quelque soit le peptide cofirsidavec entre 20 et 30 % de cette
conformation sur le tétrapeptide impliqué. Les asuddentifies dans les 4 séquences se

situent sur les résidus GX et XG indépendammetd dature du résidu X (Val ou Leu).
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La quantification des résidus en PPIlI (Figure 3&)caurs des trajectoires indique
clairement une plus grande propension de la valimxplorer cette zone du diagramme de

Ramachandran comparativement a la leucine.

D’'une part, pris individuellement le résidu valiea position 6 dans les peptides
(VGGVG),, (VGGLG), est celui qui est le plus retrouvé en PPIl alaue tp leucine est
guantifiée aux environs de 20% en PPIl. De plus,les 10 derniéres nanosecondes de
trajectoire le VGGVG peut compter jusqu’a 6 résidimultanément en PPII (sur les 8 que
nous prenons en considération) tandis que lessaséguences en compte successivement 4

puis 3.

[yw&/ﬂ
g A
{ﬁw oo g ey
:

Figure 36 : Structures représentatives des 5 premiéres famille de conformation pour a)
(VGGVG)z, b) (VGGLG)2, c) (LGGVG)2, d) (LGGLG)-.
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Si on s’intéresse plus particulierement a la répamt des différentes familles de
conformations au cours de la dynamique (Figure B®ys pouvons constater que les
structures représentatives des 5 premiers clud¢éechaque répétition sont principalement des
structures étendues qui ne présentent pas dewstscecondaires autres que les cofjdpse

nous avons déja traités.

Sur ces différentes simulations, il apparait quereore il y a un équilibre entre les
différents états possibles des peptides élastigGependant, lorsque la chaine latérale
augmente, la conformation se retrouve guidée parelitation des chaines latérales des
leucines. Quand il est possible, celles-ci tentatse regrouper par 2 pour limiter les
interactions avec le solvant (Figure 36d par exenples résidus qui sont a la frontiere de la
répétition comme par exemple la valine 6 décritdessus, ont une propension importante a
se retrouver en conformation PPII et permettrei ai@/oir des amas de résidus autour de

cette position dans cette conformation.

Dans le paragraphe suivant, nous allons abordendgds pentapeptidiques répétés 3
fois. Il est évident que dés lors avec des peptiesl5 amino-acides, la longueur doit
permettre un repliement suffisant pour former dbetirs betas connectés par un coude. Cette
répétition de trois motifs est aussi intéressactaselle représente la longueur maximale

(méme si celle-ci n’est pas consititué d’homo-riéjoét) dans la séquence d’élastine.
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I11. Etude des peptides (XGGZG)3:

De nouveau nous étudions les motifs répétés 3deex les mémes conditions de
simulations. Cependant, nos simulations sont plosgdes, réalisées sur ROMEO2,
supercalculateur parallélisé BULL de 106 processeBur le premier motif, nous avons par

ailleurs regardeé l'influence de la température.

Nous avons souhaité augmenter la taille des pepfitku’a 15 amino-acides pour
voir s'il était possible, par simulations de dyngm@ moléculaire d’observer, a partir d’'une
structure tout étendue, un repliement qui permetitabserver une formation de brifisqui
ameénerait & un « petit » feuillet Nous sommes bien conscients que les méthodesasiine
sont pas optimisées pour expliquer le repliememiadir de la séquence pour de grands
peptides et des protéines. Cependant, dans le tcaée,énous espérions obtenir des
informations de structures a partir d’'une confoioratout étendue dans une boite de solvant.
De plus, nous savions par expérimental grace awatix du groupe du professeur Tamburro,
gque chacun des poly(XGGZG) obtenus par synthésemighe et caractérisés

expérimentalement aboutissaient a la formatiorilded amyloides parfaites.

1. Dynamique moléculaire du peptide (VGGVG)3a 298 K :

La distance mesurée bout a bout et le rayon déagiraont reportés dans la Figure 37.
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Figure 37 : a) Rayon de giration et b) distance mesurée bout a bout au cours de la
simulation du peptide (VGGVG); a 298 K.
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Le peptide (VGGVG) adopte une structure compacte dans les 10 presmiere
nanosecondes de simulation associée un rayonat®gientre 6 et 8 A et & une distance bout
a bout oscillant entre 5 et 20 A. Le peptide terekplorer de nouveau des structures un peu
plus étendues vers la fin de la simulation (au del&35 nanosecondes), la distance bout a

bout dépassant régulierement 20 A.

Dans la Figure 38, sont reportés les résidus explarne conformation en PPII ainsi
gue la quantification résidus par résidus, sanis tempte des résidus aux extrémités. Nous
pouvons constater que chacun des 5 résidus vadimeppesenter des angles dans cette région
du diagramme de Ramachandras-{75°; y=+145°) avec une variation autorisée de *+ 30° en
accord avec la méthode définie par Hutchinson etrfiton (Hutchinson and Thornton 1996).
Les résidus en position 6, 9 et 14 ont une plusdggropension a adopter cette conformation
au cours de notre trajectoire a 298 K. Les résiiysine, malgré leur nombre (8) ont une trés
faible propension a former de la PPIIl. Nous pouvdasplus observer de 0 a 6 résidus

simultanément en PPII.
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Figure 38 : Résidus adoptant une structure en polyproline II, a) quantification et b)
résidus simultanément dans cette conformation.

Les résultats des la détermination des coyideent reportés dans le Tableau 7. Le
coude le plus représenté est localisé sur les usiBVGG® (~25%). Nous pouvons
remarquer que I'ensemble des coudes présents asid®la trajectoire sont tres largement du
type IV. Néanmoins, certains ont une tendance @ d@¢r type | '’GVGG"), de type I
CGVGG® et’GVGVY, I ("TGGVGM). Enfin, des coudes de type VIII sont identifiés ks
résidus’GVGV® et 1°GVGG". Cependant, les proportions dans lesquelles cesesosont
observés restent faibles par rapport a I'attribugo coude de type IV. Cela nous permet de
ne dégager qu'une tendance qui est a rapprocherésukats expérimentaux obtenu sur le
polypeptide poly(VGGVG). Il a ainsi été montré gee peptide présentait majoritairement
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des coudes (de type Il) sur les résidus VG ou G6Estlde plus montré que des séquences du

type XGG avec X=Val, Ala, Leu, adoptent principatrhun coude sur XG qui est aussi de
type Il

I I I Il 1Y VI Total

1VGGV5S 4 2 4 0 865 42 917

2GGVG5 8 0 0 30 1360 0 1398

3GVGV6 76 0 1 0 1648 169 1894

4VGVG7 4 0 0 60 743 86 893

5GVGG8 59 0 310 0 2076 37 2482

6VGGV9 0 0 8 5 1196 8 1217
7GGVG10 24 0 0 306 1653 7 1990
8GVGV1l 17 0 424 0 1608 72 2121
9VGVG12 1 0 0 1 1968 0 1970
10GVGG13 177 0 21 0 1648 163 2009
11VGGV14 2 10 2 4 683 76 77
12GGVG15 3 0 0 7 394 14 418

Tableau 7 : Attribution des coudes 8 au cours de la trajectoire.

Notre séquence peut adopter 12 coudes de 3 matffsipes : 3/12 soit 25% sur
XGGX, 4/12 soit 33,3% sur XVGX, et 5/12 soit 41,84 XGVX. Rapporté au nombre de
coudes totaux comptabilisés, nous pouvons nousceyg@r que le coude VG est tres

largement majoritaire (47%) suivi par le coudeGi (36,9%) et le coude sur GG (16,1%).

Nous voyons apparaitre a plusieurs reprise au ateuta dynamique de courts brins
antiparalleles ¢=139°, y=+135°) (Figure 39). Certes, la dynamique ne pque sur une
seule chaine et ne laisse en rien présager dei @eguse passer a forte concentration avec
une multitude de chaines polypeptidiqgues en pré&semais nous mettons en évidence la
capacité du peptide (VGGV&h former ces structures secondaires, qui sontcandition
nécessaire mais non suffisante a la formation drabtages supramoléculaires. Il est a noter
que la formation des brins sur les résidus impliopircipalement les résidus’@/®, G’ d’une
part, et G°, V!, G* d’'autre part. De plus, il semble exister une datign entre la formation
des brins antiparalléles et I'établissement d’'undep trés stable sur les résid(GGVG™,
associé a une liaison hydrogéne établie entfeetGG®. Les brins sont stabilisés par
I'établissement transitoire de liaisons hydrogéemse les résidus Gt G2, V* et G avec le
résidu G3. Les structures représentatives des brins formégasfin de la dynamique sont

illustrées dans la Figure 40.
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Figure 39 : Structures secondaires observées, détail entre 40 et 47 ns, analyse des liaisons

hydrogeéne.

Figure 40 : Structures représentatives des conformations observées au cours de
la dynamique du peptide (VGGVG)3 a 298K.
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2. Dynamigue moléculaire du peptide (VGGVG)3a333K:

Le rayon de giration et la distance mesurée bdudua reportés dans la Figure 41 et
montre une plus grande variation sur I'ensembldadeynamique a 333 K qu'a 298 K.
Autrement dit, le peptide oscille plus entre lesudures étendues et repliées a 330 K,

conséquence d’'une agitation thermique plus imptetemsque la température augmente.

Le détail des coudes le long de la séquence dudeeftGGVG) est reporté dans la
Tableau 8. Les résultats montrent une augmentdtiamombre global de coude observé a 330
K. Ces résultats sont compatibles avec des obsamgagxpérimentales faites sur le peptide
VGVAPG.
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Figure 41 : Rayon de giration et distance mesurée bout a bout au cours de la simulation
du peptide (VGGVG)3a 333 K.

A cette température, les proportions en coudesdifésrents motifs s’établissent
respectivement a 44,2% sur GV 42,1% sur VG et 13ufG.

La quantification des résidus en polyproline Ipagée dans la Figure 42, montre une
diminution de la propension des acides aminés @tadaette structure secondaire a plus
haute température. Les structures secondaires s&ealydans la Figure 43 indiquent une
diminution de la formation de brins au cours derkgectoire a 333 K. Cependant nous
pouvons constater que l'apparition de feuilletssvé® ns est comparable aux événements
observés dans la dynamique & 298 K : le coudeesugébidu§GV?°.
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I I I i I VI Total
1VGGV5 0 8 3 3 760 26 800
2GGVG5 6 0 0 28 1859 8 1901
3GVGV6 95 0 484 0 1991 217 2787
4AVGVG7 5 0 0 50 1670 13 1738
5GVGG8 125 0 283 0 1425 101 1934
6VGGVI 3 1 14 2 1595 21 1636
7GGVG10 44 0 0 72 2624 15 2755
8GVGV11 68 0 349 0 2567 265 3249
9VGVG12 12 0 0 28 2197 21 2258
10GVGG13 97 0 33 0 1345 91 1566
11VGGV14 5 0 9 5 626 30 675
12GGVG14 17 0 0 40 1297 3 1357

Tableau 8 : Attribution des coudes 3 au cours de la trajectoire.
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Figure 42 : Résidus adoptant une structure en polyproline II, quantification et résidus
simultanément dans cette conformation.

Figure 43 : Structures secondaires observées au cours de la trajectoire.
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3. Simulation du peptide (VGGLG); a 298K :

Comme pour la précédente répétition, le peptidgi@done structure compacte dans
les 10 premiéres nanosecondes de simulation (Figrepuis se déplie de nouveau dans les
10 nanosecondes suivantes. Le phénomeéne se rdppadula suite jusqu’a la fin de la

trajectoire.
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Figure 44 : Rayon de giration et distance mesurée bout a bout au cours de la simulation
du peptide (VGGLG)3 a 298 K.
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Figure 45 : Résidus adoptant une structure en polyproline II, quantification et résidus
simultanément dans cette conformation.

Le détail des résidus adoptant une structuratiorp@gproline Il reporté dans la
Figure 45, nous montre que pour cette séquencggdment LGVG présente pour chaque
acide aminé 20% du temps dans cette conformatiemésidu \ adopte par ailleurs plus de

40% de polyproline 1l. Nous pouvons aussi voir gueours de la dynamique jusqu'a 7
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résidus sont simultanément en polyproline Il cergantre I'importance de cette structuration

dans des répétitions de type "elastin-like".

I I Il 15 I VI Total
1VGGL4 0 0 42 0 139 2 183
2GGLG5 0 0 0 139 151 0 290
3GLGV6 709 0 547 0 564 0 1820
4LGVG7 0 0 0 0 19 22 41
5GVGG8 0 0 646 0 574 0 1220
6VGGL9 1650 1487 804 0 639 0 4580
7GGLG10 0 0 0 0 160 230 390
8GLGV11 145 0 0 0 268 10 423
9LGVG12 245 0 0 0 255 32 532
10GVGG13 286 0 0 0 72 3 361
11VGGL14 0 0 64 0 65 1 130
12GGLG15 693 0 0 197 571 28 1489

Tableau 9 : Attribution des coudes 3 au cours de la trajectoire.

L’analyse et la quantification des coudes sonsitiées dans le Tableau 9. Il apparait
clairement que le coude stWGGL® est largement majoritaire. De facon surprenante pa
rapport aux simulations précédentes, les coudesritajes ne sont pas de type IV. Les
coudes sont de type FGLGV®, ®VGGL®, Y“"GGLG"), de type I' BVGGL®), de type I
(CGLGV®, *GVGG®, *VGGL®), et de type VIII mais dans de faibles proportioBes résultats

sont compatibles avec les connaissances expérileemmaiquant des coudes sur GG et XG

(Tamburro, Guantieri et al. 1992).

L’analyse des structures secondaires (Figure 46)tneiat que I'incorporation de la

leucine dans la séquence polypeptidique tend aitmrd’apparition d’hélices.

Ces résultats suggerent pour l'instant que la preipe de la leucine a former des
hélices I'emporte sur la propension de la valirferéner des brins, liee a 'encombrement de

la chaine et a son aptitude dans le cas préserdsarer des rotaméres qui influent sur la

structure du peptide.
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Figure 46 : Structures secondaires observées au cours de la trajectoire.
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4. Simulation du peptide (LGGVG); a 298 K:

Par rapport a la séquence précédente, celle-ciomsiste qu’en une inversion

leucine/valine.
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Figure 47 : Rayon de giration et distance mesurée bout a bout.

Cette répétition présente une plus grande variafiems le rayon de giration et la
distance bout a bout (Figure 47). L'enchainemergt a@gdes aminés ne semble pas plus

favorable a la formation de structure compactergaport aux (VGGLG)
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Figure 48 : Résidus adoptant une structure en polyproline II, quantification et résidus
simultanément dans cette conformation.

Les résidus non-glycine sont les résidus qui adwpt plus de la polyproline Il
(Figure 48). Cependant, par rapport a la permutapoécédente, il n'apparait pas de
formation sur des résidus continus, comme cela &aicas. Cependant, nous pouvons

dénombrer jusqu’a 7 résidus simultanément en PPII.
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Le coude majoritaire est présent sur le tétrapeptBVGL® et tous les coudes
répertoriés sont de type IV dans de larges prapwst{Tableau 10) tandis que des résultats de
RMN montrent que le peptide (LGGV§possede une grande hétérogénéité de structures
(PPl et coude de type | et Il) (Kumashiro, Kuragtal. 2003; Ohgo, Niemczura et al. 2006;
Kumashiro, Ohgo et al. 2008).

I I Il 15 I VIII Total
1LGGV4 18 2 19 1 479 2 521
2GGVGS 3 0 0 9 1322 8 1342
3GVGL6 123 0 90 0 2065 103 2381
4VGLG7 23 0 0 6 778 39 846
5GLGGS8 34 0 206 0 582 20 842
6LGGV9 0 5 9 15 955 11 995
7GGVG10 19 0 0 2 455 6 482
8GVGL11 1 0 259 0 505 21 786
9VGLG12 2 0 0 12 1293 0 1307
10GLGG13 33 0 75 0 709 53 870
11LGGV14 0 1 0 1 349 8 359
12GGVG15 4 0 0 21 943 15 983

Tableau 10 : Attribution des coudes 8 au cours de la trajectoire.
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Figure 49 : Structures secondaires observées au cours de la trajectoire.

Le détail des structures secondaires reporté dafiglre 49 nous montre que ce le
peptide (LGGVG]) présente de faibles proportions d’hélice (entreetl@5 ns) et de feuillets
(avant 30 ns, et ponctuellement par la suite)patdine perte de stabilité des feuillets lorsque

ces derniers apparaissent.

81



Résultats

5. Simulation du peptide (LGGLG)3 a 298K :

Contrairement aux autres répétitions, le peptid&GLG);, montre un grande
compacité tout au long de la trajectoire, et pladipulierement dans le dernier quart de la

simulation (Figure 50).
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Figure 50 : Rayon de giration et distance mesurée bout a bout.

Seuls les résidus’let G adoptent une conformation en ppll et seulemerésidus

au maximum présentent cette conformation simultamérfigure 51).
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Figure 51 : Résidus adoptant une structure en polyproline II, quantification et résidus
simultanément dans cette conformation.

Et les 5 premiers résidus présentent un grand rdbroude'{ GGL? et °GGLGY)
et sont principalement de type | (Tableau 11). Res,pes coude3GLGG? et °LGGL® sont
peuplés dans des proportions équivalentes et attaj#e coudes de type identique, suggeérant

un équilibre dynamique sur ces résidus.
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Le détail des structures secondaires (Figure 5@)eaque le coude, montrent
clairement I'existence d’'une hélice trés stablecaurs de la dynamique sur les résidus
Y GGLM, %GLGG™, voire sur le quintuple?’GLGGL™. De plus, des hélices sont observées
sur’GGL* et°’GLGG".

I I 1) A\ VI Totq|
1LGGL4 1509 0 709 733 4 2955
2GGLGS 2064 0 58 1808 0 3930
3GLGL6 0 0 0 24 0 24
4LGLG7 0 0 95 232 0 327
5GLGGS8 1494 289 0 315 0 2098
6LGGLI 1424 0 0 608 0 2032
7GGLG10 0 0 0 181 306 487
8GLGL11 0 363 0 190 0 553
9LGLG12 261 0 0 269 0 530
10GLGG13 819 0 0 158 0 977
11LGGL14 1160 0 0 149 0 1309
12GGLG15 576 0 0 431 18 1025

Tableau 11 : Attribution des coudes 8 au cours de la trajectoire.
La stabilité structurale mise en évidence au cdertette trajectoire se traduit par une

diminution tres nette du nombre de clusters obtdots du regroupement en famille de

conformation (Figure 53). Ainsi en conservant utraffi de 3.2 A comme pour les autres
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Figure 52 : Structures secondaires observées au cours de la trajectoire.
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trajectoires, nous obtenons 17 familles de conftiomales 3 premiers clusters représentent
respectivement 38 %, 33 % et 13 % du nombre t@atdictures. Nous pouvons constater la

présence d’'une hélice soit de typéviolet) soit de type 3 (bleu).

Figure 53 : Structures représentatives des cinq premiers clusters du peptide (LGGLG)s.

Dans ces différents paragraphes, nous avons étiedighfférentes combinaisons des
différents motifs peptidiques répétées 3 fois. 84t évident que le comportement structural
n’est pas tres différent d’'un comportement de plestiélastiques, avec passage continu entre
les formes dépliées, présentant de la prolyprdlioeldifférents types de coudes qui souvent
s’averent étre glissants, nous pouvons voir appardans ces simulations des éléments de
structures secondaires de type bffinet hélicea. Au cours des trajectoires, les portions en
brin beta peuvent s’associer pour former, grace grésence d’'un coude entre les 2 brins un
feuillet 3. Nous pouvons constater aussi que ces feuilletsrgient avoir eu aussi un
comportement de "feuillet glissant”. Les brins ¢esistituants peuvent varier sur un ou deux
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amino-acides et amener le coude de connexion seglisi-méme, entrainant une reptation du
feuillet B. Les liaisons hydrogenes se rompent localemes# stconstituent sur 'amino-acide
suivant lorsque les caractéristiques géométrigoes suffisantes. La nature des séquences
étudiées et leur longueur ne permettent pas dedesirbrins paralléles. Les dynamiques ne
sont réalisées que sur une seule chaine et nerlaiss rien présager de ce qui se passerait a
une forte concentration. Tous les cas d’associatiotne les chaines peptidiques doivent
exister mais avec des temps de résilience tregreiffs. Cependant, il est évident qu’avec une
multitude de chaines polypeptidiques il serait fsde former ces structures secondaires,
qui sont une condition nécessaire mais non sutisam la formation d’assemblages

supramoléculaires

Lorsque la chaine latérale augmente dans le cds l@eicine, des conformations de
type hélice apparaissent dans les simulations.stl évident que l'on est tres loin des
conditions d’interconversion qui sont connues dansadre de peptides amyloides connus,
mais on voit qu'il est possible cependant d’aveis deux types de structures secondaires

localement.
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IV. Etudes des exons 28 et 30 de la tropoélastine :

Récemment, Tamburro et collaborateurs ont montrée des exons 28
GAAVPGVLGGLGALGGVGIPGGVV et 30 GLVGAAGLGGLGVGGLGVPEGGLG
formaient des fibres amyloides. Au sein de ces gxagmus retrouvons les peptides
précédemment étudiés. Dans le méme temps, cesrauteu étudié la longueur minimale
nécessaire pour obtenir de telles fibres et quiespond aux 17 premiers résidus de I'exon
30. Nous allons regarder différentes simulationsces deux exons.

1. Simulation de 50 ns du peptide 30 17 contenant les 17 premiers

acides aminés de 'exon 302 298 K :

Comme pour les répétitions XGGZG3, I'exon 30_17sprée a la fois des structures
compactes avec un rayon de giration & environ T dee structures étendues avec un Rg a
prés de 14 A (Figure 54).
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Figure 54 : Rayon de giration et distance mesurée bout a bout.
Les résultats de dichroisme circulaire publiésRepe et collaborateurs indiquent que
ce segment de I'exon est tout d’abord désordonréndePll, et présente des coudes de type |
ou des bring3 dans sa structure lors d’'une augmentation denhgpéeature, sans qu’il soit

possible d’identifier la position et les résidusicernés.

L’analyse de la trajectoire montre que de nombreoxmdes sont formés sur la

séquence, et principalement sur les 4 premierslugs{Tableau 12). Nous observons des
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coudes de type I, Il et VIIl dans de faibles poautages comparativement aux coudes non

attribués. Ainsi, alors que dans le polypeptide @L&); de nombreux coudes de type I' sont

identifiés, il n'est pas possible de faire le métgpe d’observation au cours de cette
simulation.
[ I Il I§ [ VIII Total
1GLVG4 341 0 0 0 6410 133 6884
2LVGAS5 7 0 45 0 973 245 1270
3VGAAG 0 0 0 26 802 0 828
AGAAGT7 113 0 0 0 1743 26 1882
5AAGL8 32 0 112 0 1192 218 1554
6AGLG9 5 0 0 31 1567 5 1608
7GLGG10 150 0 66 0 1777 74 2067
8LGGL11 3 6 1 3 1513 29 1555
9GGLG12 9 0 0 93 1016 6 1124
10GLGV13 80 0 282 0 2025 232 2619
11LGVG14 4 0 0 19 3595 7 3625
12GVGG15 325 0 45 0 2163 124 2657
13VGGL16 0 0 1 3 717 46 767
14GGLG17 2 0 0 21 879 4 906

Tableau 12 : Attribution des coudes 8 au cours de la trajectoire.
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Figure 55 : Résidus en polyproline II et proportion correspondante.

Par ailleurs, le détail des résidus en PPII esbrtépdans la Figure 55 montre une

quantification comparable aux résultats sur lesis@ges précédentes.

Les leucines et les valines, notamment celles ptésalans le motif XGGZG peuvent
explorer la zone de la carte de Ramachandran pomdante. De plus, nous pouvons
remarquer que les deux alanines en position 5 ebr@ souvent observées dans cette

conformation au cours de la trajectoire.
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Figure 56 : Analyses des structures secondaires observées au cours de la trajectoire.

Les structures secondaires adoptées par I'exon73€orit reportées dans la Figure 56.
Des hélices sont observées de facon trés tramesioifLVGAA ¢, "°GGLGVG et’AAGLG®.
De la méme facon des brins sont mis en évidencdesaourtes portions de la séquence : VG
et LG, GGL, GLG et GLG, AA et GV, AG et LG, AAG &GV, GAA et GVG, GAAG et
LGVG, GAAG et GLGVG, LGVGG. Cependant, cette siatidn réalisée en solvatation
explicite ne correspondant qu'a une seule moléatlene permet pas de conclure a la
possibilité d’agrégation. Les parties de trajee®iqui présentent des structures secondaires

de type bring sont cependant dans les zones de nos peptidesesnode

2. Simulation de 25 ns de I'exon 303 298 K :

Au cours de la trajectoire I'exon 30 adopte unecitire trés compacte apres 15 ns,
structure qui persiste jusqu’a la fin de la dynami@25ns). L’exon 30 est long de 25 résidus
et il apparait que cette longueur de séquence peume stabilité que nous n’avons pas
observée jusqgu’ici pour des séquences plus co(rigsire 57). De plus, une proline est

présente dans la séquence, ce qui tend a réeddiexilailité de la chaine.
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L’analyse des coudes fait ressortir 4 coudes ot au cours de la dynamique :
‘GAAG’, "AGGL® et°AGLG®, ces coudes sont adjacents et donc compatiblesecencept
de coude glissant. Enfin le coutf®GVG? est le coude majoritaire et est présent de facon

stable a partir de 12 ns de simulation (Tableau 13)

T T T
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0 1000 2000 3000 4000 5000

Figure 57 : Rayon de giration et distance mesurée bout a bout.

La PPII (Figure 58) est observée sur les résidusghgrine mais a la différence du
peptide 30_17, les deux alanines dans la partieridihale sont tres peu observées dans cette
conformation tandis que chaque résidu du doublete$tPidentifié dans cette conformation
plus de 60 % de la trajectoire. Ces observatiassdat a supposer que localement les résidus
13/P sont régulierement en PPIl immédiatement suivhdtaude sur les résidus i+1 et i+2,

G*° et G respectivement.

Quelques structures secondaires apparaissent esidmia trajectoire, notamment une
hélice sur LVGAA, et des brins sur les résidus* et *vG', 'GLG®, 'GLGGLG" (Figure
59).
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Le regroupement en famille de conformation nougp@se pour les 5 premiers clusters des
structures compactes, présentant méme pout"fanille, un feuillet court dans la partie C-
terminale dont les résidus sdfvP'® et**LG** (Figure 61).
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Figure 58 : Résidus en polyproline II et proportion correspondante.

I Il 13 \Y Y (L Total
1GLVG4 4 0 0 783 254 1041
2LVGAS 0 32 0 149 0 181
3VGAAG 2 0 7 320 0 329
4GAAG7 266 0 0 1941 193 2400
5AAGLS8 195 181 0 1855 27 2258
6AGLGY 22 0 4 2110 0 2136
7GLGG10 76 3 0 1305 44 1428
8LGGL11 2 0 0 367 12 381
9GGLG12 0 0 1 169 1 171
10GLGV13 6 0 0 351 23 380
11LGVG14 0 0 3 256 7 266
12GVGG15 12 137 0 448 4 601
13VGGL16 0 0 0 1122 2 1124
14GGLG17 4 0 15 1018 6 1043
15GLGV18 40 20 0 348 17 425
16LGVP19 0 0 0 75 1 76
17GVPG20 0 0 0 2 0 2
18VPGV21 1 2 0 173 40 216
19PGVG22 7 0 13 2558 0 2578
20GVGG23 61 2 0 830 250 1143
21VGGL24 11 4 0 302 12 329
22GGLG25 35 0 14 1103 0 1152

Tableau 13 : Attribution des coudes 8 au cours de la trajectoire.

90



Résultats

GLY -
vaL |
GLY
GLY
VAL o
6Ly o
PRO
VAL o
GLY -
vaL |
GLY |
GLY
VAL o
6Ly o
LEU o
6Ly o
GLY -
LEU —
GLY |
ALA |
ALA
oLy
VAL
LEU

GLY —

Figure 59 : Analyse des structures secondaires de I'exon 30 lors d’'une simulation a 298 K.
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Figure 60 : Familles de conformation occupées lors de la dynamique.

Les clusters occupés au cours de la trajectoirereprésentés dans la Figure 60. Nous
pouvons voir que sur la fin de la trajectoire, selals clusters 1 et 2 sont occupés. Cette
observation est compatible avec les résultats gue nbtenons : I'exon se révele tres stable
aprées 15 ns de simulation, cela se traduit parstiestures locales tres peuplées (PPII et
coudep sur VPGVG particulierement). De plus, le regroupatren famille de conformation
nous donne un cluster trés important (1587) etjlegre suivants diminuent rapidement (462,
396, 301, 288).
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Figure 61 : Structures représentatives des 10 premiéres familles de conformation.

Nous pouvons aussi remarquer que par rapport atidpegpdé par les 17 premiers
résidus de I'exon 30, la présence d’hélice surdealus’GLGGL" est complétement abolie.

3. Simulation de 25 ns de I'exon 28 2 298 K :

L’exon 28 adopte une structure trés compacte au #@ulO ns de simulation et la
structure formée reste extrémement stable jusqu'inl de la simulation (Figure 62). Les
fluctuations du rayon de giration et de la distabogt & bout restent trés faibles durant les 15
derniéres nanosecondes de simulation. Seuls degsfet de la PPIl sont observés au cours
de la trajectoire.

Le détail de l'attribution des coud@sest reporté dans la Tableau 14. Nous pouvons
constater la présence pratiquement tout au lorg dienulation d’une suite de coude de type
Il sur *VPGV’, de type IV suPPGVL® et °‘GVLG®. Nous remarquons la présence d’'un coude
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de type | su’GGLG", de type Il sut'LGAL, de type IV et | suPlGALG™. Deux coudes
adjacents sur les résidtfe GGV’ (type I') et ®GVGI* (type Il et type IV). Enfin un coude
de type IV est observé stiPGGV*,

T T T T T
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Figure 62 : rayon de giration et distance mesurée bout a bout.
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Figure 63 : résidus en polyproline II et proportion correspondante.
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Le résultat d'un regroupement en famille de confation est illustré dans la Figure
65. La premiére conformation, trés compacte, dkt gai apparait vers 8 ns en équilibre avec
les conformations 3 et 8 puis existe jusqu’a ladina dynamique. Les résidi&sVP® ont une
forte propension a rester en PPII tout au long 2les1s de simulation (Figure 63). Nous
pouvons faire la méme constatation pour les résidisl*®, P°, VZ. La présence de proline
dans la séquence va de paire dans cette séquerccarayréduction de la variation des angles

diedres des résidus proches.

I | Il Il I VIII Total

1GAAV4 0 0 0 0 74 33 107

2AAVP5 0 0 0 0 3 2 5

3AVPG6 0 0 0 0 2 0 2

4VPGV7 0 0 3010 0 1608 0 4618

5PGVL8 0 0 0 0 4540 0 4540

6GVLG9 366 0 0 0 3471 0 3837
7VLGG10 0 0 0 0 1 8 9
8LGGL11 0 0 0 318 113 0 431
9GGLG12 3084 0 0 693 727 0 4504
10GLGA13 0 0 0 0 0 0 0
11LGAL14 0 0 0 1258 566 0 1824
12GALG15 1776 0 0 0 2136 55 3967
13ALGG16 0 0 0 0 382 0 382
14LGGV17 0 3749 0 0 863 0 4612
15GGVG18 0 0 0 0 0 0 0
16GVGI19 0 0 2078 0 1971 0 4049
17VGIP20 0 0 0 0 41 0 41
18GIPG21 0 0 0 0 2 0 2
191IPGG22 0 0 281 0 40 2 323
20PGGV23 1 296 0 0 1995 4 2296
21GGVvVv24 0 0 0 0 60 5 65

Tableau 14 : Attribution des coudes 8 au cours de la trajectoire.
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Figure 64 : famille de conformations occupées lors de la dynamique.

Figure 65 : structure représentatives des 10 premiéres familles de conformation.
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Ces différentes simulations prouvent que les exd#wits ci-dessus, comparés aux
différents peptides étudiés précédemment, peuwvealdment présenter des caractéristiques
qui pourraient induire des interactions de type parables a celles observées pour des
amyloides. Cependant, dans le cas des exons paraj pas de brin§ qui s’associent en
feuillet. Pour observer des formations de struste®condaires amenant a la description de
fibores amyloides, il serait certainement nécessdigeudier le comportement de plusieurs
exons entre eux pour étudier si les mouvementsepgt&tion que nous observons peuvent

suffire a la formation d’éléments constitutifs nesares a I'agrégation.
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V. Simulations de deux peptides VGGVG sur un feuillet
 virtuellement infini de poly(VGGVG) :

L’agrégation de peptide ou protéine nécessite land&ion d'un agrégat stable
permettant la croissance d'une fibre amyloide. ]éotf ici n'est pas de simuler ce
phénomene mais d’évaluer quel peut-étre le compené d'un peptide modele de I'a

tropoélastine dans un environnement connu pourf@toFable a la croissance d’amyloide.
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Figure 66 : Systéme de départ pour une simulation des deux peptides
VGGVG au voisinage d’un plancher f virtuellement infini.

Deux peptides VGGVG ont été disposés de part ettrdfadu plancher. Ce plancher
est virtuellement infini car nous appliquons, &&3 les conditions périodiques utilisées lors
de la simulation, une liaison peptidique entreiteages par le biais d'un patch disponible
dans les définitions de topologie de CHARMmM (pdttkK).

La création du plancher débute par I'obtention eeaxdorins de (VGGVG)répondant
aux criteres d’'angles d’un feuill@tantiparalléles. Le choix du nombre de résidudatstle
telle sorte a respecter l'alternance CO-NH dedsdin peptidique. Ces brins ont ensuite été
placés dans le plan xy et répliqué selon y poumésrun feuillet de six brins. Les résidus
terminaux sont a distance d’une liaison peptididu résidu adjacent dans la cellule voisine.
Le patch est appliqué a travers les conditionsopéques selon x. Nous avons tout d’abord
vérifié que le plancher ne se refermait pas suméme au cours d’'une premiére simulation

puis des contraintes sont appliquées sur le plarefire de ne pas observer une trop grande
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déformation du plan selon Z. Les deux peptides dmptosés au début de la simulation a 10
A du plancher (Figure 66).

a) b)

000 ao00

Figure 67 : Surface accessible au solvant calculée pour le peptide VGGVG seul
(a) et le peptide simulé en présence du feuillet 8 (b).

10000 10000

Des les premieres picosecondes de simulation, éptides viennent au contact du
feuillet. La premiere constatation est que la valeée la surface accessible au solvant du
peptide diminue par rapport a la simulation efféetisur le peptide VGGVG seul, traité
précédemment (Figure 67). En venant au contact ldoclper une partie de la chaine

peptidique se retrouve masquée aux molécules émamonnantes.
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Figure 68 : Trajectoire suivi par le centre de
masse du peptide au cours des 50 ns de
dynamique.

L’occupation des peptides sur le plancher au cdarta trajectoire a été calculée en
prenant une résolution de 0,5 A (Figure 68). Laitjms moyenne est représentée. Nous
pouvons constater que deux positions moyennesteésutle cette analyse : I'orientation du

peptide peut-étre parallele a I'orientation desidiu étre perpendiculaire a I'orientation des
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brins. Le suivi de la position du centre de masspeaptide traduit par ailleurs le fait que deux

positions sont principalement occupées.

Figure 69 : Position moyenne occupée par le peptide 1 au cours de la
trajectoire (vue a 90° selon y).

Au cours de la dynamique, entre 15 et 25 % de<tstes présentent un coude
(majoritairement de type IV, données non-montrées)qui reste comparables aux autres
simulations sur les peptides XGGZG.

Le peptide ne forme pas de liaison hydrogene agegldn ce qui indique que les
interactions mise en jeu sont d’'ordre hydrophobe. dlus, les deux positions mises en
évidence occupent les cavités générées dans st par l'intervalle GG et I'alternance de

valine d’'un co6té et de 'autre du feuillet.
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Figure 70 : Résidus du peptide 1 en PPII au cours de la trajectoire.
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Comme pour le peptide VGGVG simulé seul, la valdheexplore la carte de
Ramachandran dans la région -75° ; +145° (Figuyed@fis des proportions significatives (30

% du temps de la simulation) (Figure 70).

Le regroupement en famille de conformation en coase un cut-off de 0,8 A comme
pour les simulations des peptides XGGZG, montreautgnentation du peuplement des deux
premiers clusters et particulierement du premierster qui passe de 1098 structures le
constituant (peptide seul) & 2909 dans le cas ftideesimulé en présence du feuifanfini.

a) b) c)

Figure 71 : Carte de Ramachandran des résidus a) G2, b) G3, c) V4.

De ces simulations, on retire les informations gaies : il apparait que sur le plancher
virtuel simulant une plaque d’agrégation, un peptide méme nature peut interagir
principalement selon deux positions préférentielléses peptides échantillonnent I'espace
globalement de facon tres restreintes ce qui pexplsquer peut-étre par a la fois la taille de
la cellule initiale qu’il faudrait certainement ate (augmenter la longueur d’'un brin de
plusieurs monomeéres et mettre 7 ou 9 brins en anatigle dans la cellule) et/ou la taille du
peptide qui dans le cas présent se comporte comrpeptide élastique, c'est-a-dire avec des
conformations peu éloignées de celles trouvées foumonomere étudié au début de ce
chapitre de résultats. Les interactions mises esgat principalement de type hydrophobe et
aucune liaison hydrogene n’est établie entre Idiget le plancher. Cela provient peut-étre
du fait que nous avons du contraindre le planchdravers des carbones a mais en tout état
de cause, le plancher ne pouvait se trouver coermpkt "retourné” ou "éclaté" pour
permettre I'établissement de ces liaisons hydragiené&e le NH ou CO du peptide et ceux du

de la chaine principale des résidus du plancher.
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Il est aussi important de noter que la surfacessiibke au solvant du plancher idéal est
trés caractéristique du peptide modele étudié. fit, enous avons construit les autres
planchers correspondants aux motifs XGGZG et fag gdremiers tests avec les peptides
associés. |l apparait que le « paysage » de lacgudccessible au solvant est totalement
différent d'un cas sur l'autre, et que les peptidesant au contact de la surface sont engageés
dans des interactions qui semblent équivalentesarséia présence d’'une chaine latérale plus
importante comme la leucine peut guider le peptifééremment. Cependant, ayant eu
beaucoup de problemes de stabilité du planchediffésents cas, et n'ayant pas eu le temps
d’effectuer des simulations importantes, nous mevpas poursuivi ces simulations. Il serait
important dans le futur de les reprendre et ddigéte comportement de chacun d’entre eux,
de regarder ce qui se passerait si 'on augmelamipeptides passant des monomeres aux
dimeéres puis trimeres, de regarder les effets tatsbion et certainement de reprendre ces

études en focalisant particulierement sur les tératiques hydrophobes.
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VI. Simulation de 27 chaines de (VGGVG)3 a 298 K
en absence et présence de cholestérol :

Comme nous avons pu le voir au travers de toutesifeulations précédentes, un des
facteurs qui semblent étre limitant dans la comgmélon des mécanismes d’association et
d’agrégation des peptides provient de I'étude dptige « isolé », c'est-a-dire sans tenir
compte de l'influence des autres peptides et pasémguent de la concentration. De fagon a
tenter d’apporter des premiers éléments de réporages avons abordé des simulations avec
plusieurs chaines peptidiques. De plus, de padofmaissance des études expérimentales
menées par le Professeur Tamburro, nous avons dévésiaussi comme solvant le

taurocholate de sodium qui favorise la formatiorstlectures amyloidogéniques.

Cette premiere simulation a été menée en disp@anhaines polypeptidiques dans
une boite de 71 A de coté, complétées par unetatitwa de molécules d’eau explicites. Deux
simulations ont été menées afin de déterminer lke é&dentuel que joue le cholestérol dans
'assemblage des chaines de (VGGY.@n effet, il est montrén vitro qu’en présence d’'un
analogue soluble du cholestérol (le taurocholatesaldium, sel biliaire) I'agrégation des
peptides amyloidogénique est grandement favorisés. 27 chaines (405 résidus) sont
disposées initialement de facon aléatoire dansoiéebde méme que 50 molécules de
cholestérol dans la simulation correspondante déirmimer les effets des lipides observés

expérimentalement. Les analyses portent sur les4i® simulation.

Nous pouvons voir qu'au cours de la trajectoire,deaines peptidiques se regroupent
rapidement pour former un agrégat amorphe. Le nendar chaines isolées ou de petits
agrégats (Figure 72a, b et ¢) diminue progressimemeur ne plus former qu’un oligomere
(Figure 72d et e). Ce processus peut se traduiptudesurs facons. Tout d’abord nous voyons
une augmentation du nombre de liaisons hydrogetre s différents peptides (Figure 73).
Parallelement, la surface accessible au solvatseovaleur chuter de fagcon importante de
28000 & 18000 A Le regroupement des peptides tend & enfouirinertésidus et ainsi a les
masquer aux molécules d’eau. La surface accessitdemolécules diminue donc. Dans le
méme temps, nous constatons une augmentation aobraade contacts entre les peptides
(Figure 80). Les variations tres importantes ob&esv(fleches Figure 80) sont liées aux

conditions périodiques. En effet, pour éviter |&ste de bords, nous utilisons au cours de la
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simulation une fonction qui réintroduit toute maléx d’eau sortant par une face de la boite
par la face opposée. Cette fonction s’applique efgaht aux peptides et occasionne une
brusque variation dans certaines observables. Blatgrt, les profils que nous obtenons ne

semblent pas laisser de doutes quant aux conchligisnous tirons.
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Figure 73 : Evolution du nombre de liaisons hydrogéne peptide-peptide au cours de la
trajectoire sans cholestérol.
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Figure 74 : Nombre de contacts peptide-peptide au cours de la dynamique sans
cholestérol et images de la trajectoire au point A, B et C.
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Figure 75 : Surface accessible au solvant au cours de la trajectoire sans cholestérol.

60000
1

53000
|

58000
|

57000
|

56000
|

T T T T T
0 2000 4000 6000 8000

Figure 76 : Nombre de contacts peptide-peptide au cours de la dynamique avec
cholestérol.

L’analyse de la trajectoire en présence de chaoldsiee donne pas un profil aussi
régulier pour les différentes variables que nougamdons. Le nombre de contacts entre
peptides est trés fluctuant (Figure 76) par coldr@ombre de contacts entre les chaines
latérales des résidus semble augmenter tout auderlg trajectoire argumentant en faveur
d’'un regroupement des chaines latérales des vaues bien en présence qu’en absence de
cholestérol (Figure 77 et Figure 78). Tout commesdia premiére simulation, les peptides
tendent a se regrouper et a former un amas mélangeptides et cholestérol.
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Figure 77 : Nombre de contact peptide-peptide mettant en jeu les chaines latérales
des résidus valine en absence de cholestérol.
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Figure 78 : Nombre de contact peptide-peptide mettant en jeu les chaines latérales
des résidus valine en présence de cholestérol.

Lorsqu'on s’intéresse au contenu en structupesu cours des trajectoires de
dynamique moléculaire, nous remarquons que le nendacides aminés dans cette
conformation tend a diminuer progressivement jusiteindre un équilibre. Dans le cas de
la simulation en présence de lipide, la diminutten structure$ semble étre ralentie mais

atteint au final un niveau comparable a la simafasans cholestérol (Figure 79).
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Figure 79 : contenu en conformation 8 au cours des trajectoires a) sans et b) avec
cholestérol.

La taille des systemes étudiés (plus de 30000 apdans cette partie nécessite sans
aucun doute un allongement du temps de simulatiais aussi des ressources en moyens de
calcul importantes. Mais il reste inenvisageabtbtEnir au final une fibre parfaite constituée

de chaines parfaitement ordonnées en feuplgiaralleles ou antiparalleles.
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VII. Simulation de 2 peptides VGGLG contraints et

comportement de I’eau au cours de la dynamique :

Comme on a pu le voir sur ce travail, le comporteimt/namique des peptides d’élastine
reposant sur des séquences de type XGGZG est drapliqué. Toutes les simulations
réalisées l'ont été en prenant pour solvant explieh modeéle d’eau de TIP3P. Nous avons pu

Voir que cette solvatation semble jouer un rélesadrable dans le comportement dynamique

Figure 80 : a) Densité d’occupation de I’espace inter-peptidique par les molécules d’eau
au cours de la trajectoire, b) c) d) vues comportant les molécules d’eau et liaisons
hydrogeéne e) f) vue a 180 °.
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des peptides et que de plus dans le cas par exeepkolvatations des planchers idéaux cela

devenait certainement fondamental, les interactionises en jeu relevant presque
exclusivement de contributions hydrophobes. Dartse ceartie du travail nous tentons
d’apporter une validation sur un modéle proposéTaanburro et collaborateurs. A partir de
ce modele comportant les coordonnées des 10 résmhssituant deux peptides VGGLG et
dix molécules d’eau, nous avons effectué une simonl&n appliquant des contraintes sur les
carbonesu tout en laissant les autres atomes évoluer libnente systéme est solvaté dans
une boite de 43x56x56 A portant le nombre finaltatises & 8926, dont 2936 molécules

d’eau. La simulation est longue de 50 ns.

L’occupation moyenne de I'espace inter-peptideudélé 0.1 A est illustrée en Figure 80.

Peptidet Peptide2
donneur accepteuf  occupatifn donnelir  accepfeur odonpat

VAL1-Main | water-O 41,37% VAL1-Mairf water-O 1,91%
GLY2-Main | water-O 30,17% GLY2-Maih  water-O 8%
GLY3-Main | water-O 1,66% GLY3-Main  water-O 0%5
LEU4-Main | water-O 60,60% LEU4-Maih  water-O 8%
GLY5-Main | water-O 2,91% GLY5-Main  water-O 3961

water-O VAL1-Main 8,32% water-O VAL1-Majn 0,79

water-O GLY2-Mair] 70,90% water-O GLY2-M3in  39%

water-O GLY3-Mair 0,08% water-O GLY3-Mdin 0983

water-O LEU4-Mair 17,48% water-O LEU4-Main &A%

water-O GLY5-Mair 0,09% water-O GLY5-Mdin 09%8

Figure 81 : Liaisons hydrogene formées entre les peptides et les molécules d’eau a
moins de 4 A des deux peptides.

Figure 82 : Densité d’occupation calculée a partir de la trajectoire et
superposition au modéle initiale proposé par Tamburro et collaborateurs.
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Nous pouvons constater la formation d’un pontageedas deux peptides par des molécules
d’eau illustrées dans la figure. Ces moléculesaipent pas parfaitement la densité mais sont

assez représentatives.
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Figure 83 : a) Nombre de liaison H formées entre I'eau et les peptides au cours de
la trajectoire dans I'espace inter-peptidique b) distribution correspondante.

Les résidus impliqués dans les interactions avesul’'sont reportés dans la Figure 81. Les
liaisons hydrogéene ont été calculées pour touteae et donneur (eau et peptide) distant de
moins de 3.51 A et un angle de 30°, seules lesaul@é d’eau & moins de 4 A des deux
peptides sont concernées. Pour les deux pepteesésidus en position 3 et 5 ne participent
pratiguement pas a I'établissement de liaisonsdggtres. Mise a part la valine 1 du peptide
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2, les autres résidus sont tres impliqués dansriadtion de ces liaisons dans I'espace inter-
peptidiqgue. De plus, nous pouvons constater quadgenne du nombre de liaison est a 5
(Figure 83). Par rapport au modéle initiale, ledéoales sont positionnées au dessus de la
densité d’occupation déterminée (Figure 82). Deeaxtde elles (fleches) sont trés proches de
la densité et les deux autres en sont éloignégeer@ant, la densité calculée est suffisante a

I'occupation par 3 ou 4 molécules d’eau comme dansodele initial.

Nous voyons donc que lorsque deux peptides sorfa@n 'un de l'autre, sans établir de
liaisons hydrogéne comme on les retrouve dans sswcetion de type feuillet, il peut y avoir
I'établissement d’'une sorte de canal d’eau qui e les deux peptides. Ces peptides se
trouvent en contact au travers du réseau de ligibgdrogene qui existent en utilisant les
molécules d’eau comme pontage. Il apparait au fisade cette simulation que I'eau suit un
réseau bien définit et que le temps de résiliereerdolécules d’eau permet de trouver des
positions spécifiques depuis lesquels un résedilestie liaisons hydrogéne s’établit. Ces
données semblent étre compatibles avec l'autofbeerece observée par I'équipe du

Professeur Tamburro.
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Conclusions et Perspectives

L’élastine présente une multitude de fonctionnalitétte protéine est tout d’abord une
protéine structurelle qui assure l'intégrité dwsdisMais c’est aussi une protéine source de
peptides impliqgués dans la signalisation cellul&reuin ensemble de processus biologique.
L’organisation modulaire ainsi que ses propriétégso-chimiques particuliere de I'élastine,
grande résistance mais aussi €élasticité, en antifiacandidat de choix dans I'élaboration de
matériau et biomatériau. Une grande attention ac dété portée a des blocs répétitifs
identifiés dans la tropoélastine (VPGVG, VPG et XX&5plus récemment).

Le bloc XGGZG - X, Z=Valine ou Leucine se caras@mpas sa capacité a donner des
fibores de type amyloide dans des conditions appmepr Ce processus s'oppose a la
coacervation par son caractére irréversible. LesfsndGGZG de la tropoélastine humaine
sont situé dans I'exon 7 (une répétition VGGLG)nsldexon 28 (répétitions LGGLG et
LGGVG) et I'exon 30 (répétitions LGGLG, VGGLG et deuveau VGGLG). Par extension

nous nous sommes intéressés au motif VGGVG que mmadifions delastin-like".
Expérimentalement de nombreuses données illuderdractére amyloide des assemblages
supramoléculaires que donnent aussi bien les €xo028, 30, que les répétitions (XGGZG)
Ces fibres fixent le rouge Congo et sont obsereés forme de globules, de protofibrilles, de

fibres par diverses méthodes de microscopies.

L’élastine étant globalement une protéine peu 8&irae, et particulierement dans les
exons sur lesquels notre attention s’est portémdeélisation moléculaire se révéle étre un

outil de choix ayant fait ses preuves lorsque 8borde le probleme "élastine”.

Aussi, la premiere étape de ce travail a portél'stmde des répétitions XGGZG
simples en étudiant toutes les permutations passible valine et leucine. Toutes les
simulations ont été menées a 298 K car la plupsstdbnnées disponibles sur ces peptides
sont obtenues a température ambiante. Nous mordestssun premier temps que les peptides
VGGVG, VGGLG, LGGVG et LGGLG existent dans un édui¢ trées dynamique au cours
des trajectoires qui ont été conduites. Ces égedilincluent des structures étendues et des
structures repliées présentant les extrémités N-tetrminales trés proches. Nous pouvons
observer des structures intermédiaires dont cetaimt des coudes qui sont communément

qualifiés de coudes glissants.

Ce type de comportement a déja été tres bien demuit des peptides typiques de la

tropoélastine comme par exemple le peptide VGVAP&principale différence par rapport
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aux peptides que nous étudions est I'absence ¢eolme dans la séquence. Ce résidu a
tendance a "rigidifier" le squelette peptidiqueagtermettre la formation d’un coude de type
VIII sur les résidus GVAP. Cette conformation caorfeau peptide VGVAPG une activité

biologiquevia son complexe récepteur I'Elastin Binding Prot&BP. De nombreuses études
de docking et dynamique moléculaire de complexe ¥X8& et EBP corroborent les données

structurales de ce peptide.

Dans notre cas, aucun type de coude particuliee aute le type IV n’a pu étre mis en
evidence de par la présence de nombreuses glydlegsendant, cette structure en coude
coexiste avec des structures locales sur les esidn-glycine en polyproline Il qui est une
structure qui est trés régulierement mise en écelatans le monomere d’élastine ou les

exons et peptides qui en sont dérivés.

La suite de ce travail a concerné 'étude des itdpet XGGZG répétées deux fois.
Comme pour les monoméres du motif consensus, s un équilibre de conformations
faisant apparaitre de nombreux coudes et unegoofgension a former de la polyproline II. A
ce stade, nous résultats ne permettent pas d'eepligs mécanismes mis en jeu dans la
formation de fibres de type amyloide par la ségeerunsensus XGGZG retrouvée dans
'exon 7, 28 et 30. Sachant gu’expérimentalemerd séquence minimale est requise pour
voir apparaitre des fibres de type amyloide, noaussis donc décidé d’étendre a des peptides
plus long, soit jusqu’a 15 résidus. Loin de l'id#e faire du folding des exons de I'élastine,
qui de tout facon sont peu ordonnés, I'objectifitétle montrer I'apparition de structures
secondaires autres que celles habituellement adservNous montrons que le peptide
(VGGVG); adopte une conformation en feuillgisantiparalleles qui sont observables de
facon transitoire, de méme que I'établissementaigoins hydrogene entre les brins adjacents.
Ces résultats sont en accord avec les données iragpéiles sur le poly(VGGVG).
L’augmentation de la température semble, dans nuoslaions, réduire la stabilité des
feuillets p antiparalléles lorsque ceux-ci sont observés. Danas des peptides (VGGLGt
(LGGVG); nous voyons apparaitre des hélices a divers dadda la séquence. Cette
observation est confirmée pour le polypeptide (L&} qui donne principalement des
hélices du typex et/ou 3o. Ces résultats laissent a supposer que la vadinples favorable
gue la leucine dans la formation de structrelans le cas d'un chaine isolée. Dans les
protéines ou les polypeptides formant des amyloidesst souvent mis en évidence une

transition de structures de type hélicevers des conformations de type feuillet. Dans les
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peptides que nous avons étudiés, nous voyons dippatas hélices. en combinaison avec
des coudes et de la polyproline 1l qui est une todinélice. Il parait donc tout a fait possible
de spéculer que les poly(XGGZG) ou les exons X etubissent une transition de cet ordre.

Plusieurs simulations ont ensuite été menées sueXens 28, 30 et 30_17. Pour ce
dernier peptide, les simulations conduisent a deslléts qui se matérialisent dans les
séquences que nous avons étudiées. Ces observatiohscomparables au cours de la
dynamique de I'exon 30 mais ne donnent pas detstegsecondaires d’autres natures que
les coudes ou la polyproline 1l dans le cas dedre28. Le r6le de I'exon 30, et de toute la
partie C-terminale de la tropoélastine codée maelkons 29 a 36, dans I'assemblage normal
de la molécule a des fibres élastiques en croissastdargement décrit. Il convient cependant
de s'interroger sur I'ambivalence de cet exons pians la molécule de tropoélastine entiere,
il interagit avec les microfibrilles tandis que dasertaines conditions il est capable de donner

des fibres amyloides dont les effets sur les adlpkeuvent-étre déléteres.

La continuité de ce travail a donné lieu a une agipe originale. Nous avons créé un
plancher idéal de feuillets virtuellement infini a travers les conditions ipéiques. La
simulation de peptides dans cet environnement gissfiée par le fait qu’expérimentalement
la présence d’une structupeest un facteur favorisant 'agrégation. Nous pamsvoonstater
gue les peptides viennent trés rapidement au codidglancher et adoptent deux orientations
principales, perpendiculaire et parallele a la diomm du plancher. Ces interactions sont
principalement de nature stérique et hydrophobeplaacher agit alors comme une matrice

sur laquelle une croissance fibrillaire est envesdiie.

La derniére partie de ce travail a concerné I'étddecomportement de I'eau entre
deux peptides dont le modeéle a été proposé par Tamket coll. afin d'expliquer la
fluorescence intrinséque de fibres amyloides. Noostrons que des positions préférentielles
de I'eau sont identifiées et qu’elles ne sont paaaord complet avec les modéles proposeés.
Cependant, la position des molécules d’eau pountré&iee en accord avec nos observations si
ces dernieres se situaient dans le plan constitukeg deux peptides.

Nous avons évoqué au cours de ce travail le p@ntug biologique. Le matériel qui
nous intéresse est un des constituants majeurs d@EIC au contact direct des cellules
(musculaires lisses notamment). Dans des conditiphysiopathologiques comme

'emphyséme ou 'athérosclérose, les fibres élastget son monomeére, la tropoélastine, sont
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soumises a l'action de diverses enzymes de déguadant les élastases qui augmentent en
grande quantité dans les phénomeénes d’inflammatioest désormais montré que ces
enzymes ont le potentiel de libérer dans le proeieironnement cellulaire des peptides

contenant le motif XGGZG pris dans des polypeptjglas ou moins long.

De plus, un faisceau convergent d’indices semblatijuer que la tropoélastine est
un candidat potentiel a la formation de fibres afddsin vivo. Des dépbts qualifiés
d’élastotiqgues ont été décrits chez I'homme, maiBhaure actuelle la provenance des
protéines impliqguées dans ces processus n'est@t@rement identifiée. Il est montré que
les protéines impliquées dans les amyloidoses dealai artérielles peuvent étre la
lactadhérine (une protéine interagissant avecdtila, possede un peptide clivé, la médine,
qui a la capacité de former des fibres amyloidesdamaroi aortique) ou I'élastine qui a aussi

ete identifiée dans des dépobts amyloides de |a peévielle.

La présence de dépdbt conduit a I'affaiblissemeniadgaroi pour conduire finalement
a sa rupture. De plus la présence méme de forrmégéms peut avoir des effets sur la survie
des cellules environnante. C’est dans le but di@ralimpact d’agrégats formés a partir de
I'exon 30 de la tropoélastine que nous avons egeistes tests biologiques sur des cellules
musculaires lisses vasculaires. Nous voulions évdlaffet sur la survie ou la prolifération
de ces cellules. Malheureusement, I'utilisationndraatériel agrégé s’est révélée compliquée
sur des cellules. Les tests envisagés nécesseeamlbi d’'une grande quantité de peptide, a
'échelle de la dizaine du milligramme pure, quantjui n'est facile a obtenir. De plus,
'expérimentateur chimiste utilise parfois des swits organiques tels que le trifluoroéthanol,
(TFE), le diméthylsulfoxyde (DMSO), [I'hexafluoroigmpanol (HFIP) ou encore
I'acétonitrile. Ces solvants ne sont pas compatible culture cellulaire ce qui rend I'étude de

I'effet des peptides sur des cellules compliquée.

Outre les expérimentations biologiques, les petspErde ce travail sont multiples. I
semble nécessaire d’envisager I'emploi de méthpeesiettant de s’affranchir des échelles
de temps requis pour la survenue d’évenements @amtua la formation d’assemblages
mettant en jeu un grand nombre de chaines. Cetspgutive doit cependant étre tempérée.
La tropoélastine, reste une protéine nativement pgucturée mais qui exhibe des

conformations locales en équilibre dynamique, tnjgas forcément un bon candidat a
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'emploi de méthodologies développées pour desépres qui adoptent une structuration

"classique”.

Sur les bases du travail effectué, des simulatitifisant les techniques de gros-grains
(coarse-grained) ont été initiees. Les premierslltas, bien qu’ils ne corroborent pas
totalement les résultats obtenus, sont encourage@as techniques couplées a des méthodes
d’échantillonnage différents comme les échangeségéques (Replica-Exchange) doivent
nous permettre de simulations beaucoup plus longedésd’envisager I'étude de différentes
concentrations chacun des peptides étudiés. Il rappaussi que des simulations en
température pourraient s’'avérer trés intéressgobes tenter d’étudier les phénomeénes de

coacervation ou d’agrégation et ainsi approfonds connaissances sur ces deux processus.

En tant que telles, les simulations obtenues dartsawail et celles décrites ci-dessus
pourraient étre une source de données fondamergalesie comportement des molécules
d’eau et I'effet de solvatation de ces peptidesethait impératif de reprendre I'ensemble des
simulations et de ne s'intéresser gu’'aux effetssolgatation, aux positions moyennes des
molécules d’eau, a leurs dynamiques et a leursgeraents structuraux. Sur certaines des
simulations et pour des conformations de type coundas avons constaté une organisation
des molécules d’eau sous forme de clathrates autesirchaines latérales de valine. Les

structures semblent "s’effondrer" lorsque la comfation du peptide change.

Parmi d’autres simulations a envisager, la pistepdanchers idéaux semble aussi trés
prometteuse. Augmenter la taille de la celluleiatet augmenter les nombres de brins, jouer
sur la taille du ou des peptides relachés, modgeiconditions de température, de solvatation
(comme l'ajout de taurocholate de sodium ou chétet regarder le paysage et les
parametres physico-chimiques et les forces hydioghales planchers, ajouter plusieurs

planchers, relacher toutes contraintes sont ad&asimulations qui peuvent étre effectuées.

Les peptides poly(XGGZG) constituent de bons caatdida I'élaboration de
biomatériaux, il est sans doute encore primordedfider nos connaissances sur les éléments
qui gouvernent l'agrégation mais aussi la coacamabu l'assemblage normal de la
tropoélastine dans les fibres élastiques. L’'obtentle matériau a base de peptides dérivés de
I'élastine peut s’envisager de deux facon : unegafion directe controlé ou l'ajout d’'une
lysine en position N et C-terminale suivi d’'uneatian de liaison au glutaraldéhyde. Cette

bY

réaction conduit alors a l'obtention d'un matéri@mui posséde des caractéristiques
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macroscopiques comparables aux fibres amyloides. dlmps d’applications de tels

matériaux restent cependant a approfondir et astigueer.
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RESUME

Ce travail de these porte sur I'étude de peptid&svés de la tropoélastine par
simulations de dynamique moléculaire en solvantieitg. Ces peptides sont issus des exons
7, 28 et 30 et possédent une séquence consensudXGG Z = Valine, Leucine) identifiée
expérimentalement comme responsable de la formatiassemblages supramoléculaire
ayant des propriétés amyloides. Nous montronsdtabbrd que le motif minimal XGGZG et
(XGGZG), adoptent un grand nombre de coudes quelque spérlautation entre valine et
leucine et que localement les résidus non-glycingsgntent une conformation de type
polyproline 1l dans des proportions significativésétude des répétitions (XGGZgJait
apparaitre des structures allant du feuplantiparallele pour (VGGV@G)]a de I'hélicen et 3o
pour (LGGLG}. Les répétitions (VGGLG)et (LGGVG) donnent pour leur part a la fois des
structures comportant de faibles proportions ddesli ou de feuillets. Des résultats
équivalents sont obtenus sur les exons 28 et 3&gminsi que sur le peptide comprenant les
17 premier résidus de I'exon 30. La création d’'danpher poly(VGGVG) de brin$
virtuellement infini nous permet de montrer qu’enpsésence, des peptides VGGVG peuvent
s’organiser parallélement ou perpendiculairementeadernier. Enfin, des simulations
préliminaires distinctes ont été menées afin digsalle rdéle du cholestérol dans les
phénomenes d’agrégation ou dynamiques des pemtéass de la tropoélastine. Des études
de l'effet biologique des ces peptides ont été thdmuet sont une perspectives intéressantes

de ce travail.

MOTS-CLES :

Elastine - Peptides d’élastine - répétitions XGGZE&xon 28 - Exon 30 - Agrégation -
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Circulaire - Turbidimétrie - Microscopies



