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Résumé

La dihyrofolate réductase de type II R67 (DHFR R67) est une enzyme
bactérienne encodée par un plasmide donc aisément transmissible. Elle catalyse la
réaction de réduction du dihydrofolate (DHF) en tétrahydrofolate (THFA) essentiel
pour la prolifération cellulaire. La DHFR R67 est une enzyme qui dépend du
cofacteur NADPH. La DHFR R67 est différente, structurellement et génétiquement,
de I’enzyme DHFR chromosomale présente chez tous les organismes et elle est
résistante au triméthoprime (TMP) qui est largement utilisé dans les traitements
antibactériens chez ’Homme. Aucun inhibiteur sélectif contre la DHFR R67 n’est

actuellement répertorié.

Le but de cette étude a ét¢ d’identifier des molécules qui pourront inhiber la
DHFR R67 sélectivement, sans affecter la DHFR humaine (DHFRh). La
vérification de la qualité des essais enzymatiques en conditions déterminées pour le
criblage d’inhibiteurs sur plusieurs lectrices a plaques a identifi¢ des appareils
appropriés pour I’analyse. L’étude de I’activité enzymatique de la DHFR R67 et de
la DHFRh en présence des solvants organiques et liquides ioniques (LIs), comme
des co-solvants pour le criblage rationnel d’inhibiteurs, a montré que certains LIs
peuvent servir de milieu alternatif pour les essais enzymatiques. Le criblage
rationnel basé sur I’approche du design d’un inhibiteur a partir de petites molécules,
a réveélée des molécules primaires qui inhibent la DHFR R67 de fagon faible, mais
sélective. Le test des composés biologiquement actifs qui comprennent des petits
fragments, a montré ’augmentation de I’affinité entre la DHFR R67 et les
composés testés. Trois composés ont ét¢ déterminés comme des inhibiteurs sélectifs

prometteurs pour la DHFR R67.
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Abstract

Type II R-plasmid encoded dihyrofolate reductase (DHFR), R67 DHFR is a
bacterial enzyme that catalyzes the reduction of dihydrofolate (DHF) to
tetrahydrofolate (THFA) which is essential for cell proliferation. R67 DHFR is an
enzyme that depends on the cofactor NADPH as the hydride donor. R67 DHFR is
distinct, structurally and genetically, from E. coli chromosomal DHFR (DHFR Ec)
and it provides drug resistance to the widely-administered antibiotic trimethoprim

(TMP). No selective inhibitor against R67 DHFR exists currently.

The goal of this study was to discover molecules that can selectively inhibit
R67 DHFR, without affecting human DHFR (hDHFR). Verification of the quality
of enzyme assays under defined conditions for inhibitor screening on plate readers
found several appropriate instruments for analysis. The study of the enzymatic
activity of R67 DHFR and hDHFR in the presence of organic solvents and ionic
liquids (ILs), as co-solvents for rational screening of inhibitors, showed that ILs can
provide alternative media for enzymatic assays. Rational screening based on the
approach of fragment-based drug design, revealed primary molecules that inhibited
DHFR R67 weakly, but selectively. The testing of more complex compounds with
known biological activities gave ligands with increased affinity for R67 DHFR.

Three compounds were identified as promising selective inhibitors for R67 DHFR.

Keywords : R67 dihydrofolate reductase, bacterial resistance, trimethoprim,
enzyme activity, organic solvents, ionic liquids, biocatalysis, selective inhibitor,

rational screening, fragment-based drug design.
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1. Introduction

1.1. Les antibiotiques et la résistance bactérienne

Les millions d’années d’évolution ont créé des milliers de micro-organismes
contenant des enzymes capables de catalyser une grande variété de réactions. Une
enzyme est un catalyseur biologique. Ils peuvent permettre d’accélérer jusqu’a 10"
fois [1] les réactions chimiques du métabolisme se déroulant dans le milieu

cellulaire ou extracellulaire. Ce sont les plus efficaces et spécifiques catalyseurs.

Depuis la découverte des antibiotiques, des substances qui inhibent la
croissance bactérienne, les enzymes essentielles pour les fonctions vitales des
micro-organismes pathogenes ont été des cibles dans les traitements antimicrobiens
[2]. La grande majorit¢ des antibiotiques inhibe soit la synthése des protéines
bactériennes soit la synthése des la paroi bactérienne. Par exemple, la tétracycline
bloque la liaison de I’aminoacyle ARNt au ribosome de la bactérie Escherichia coli
(E. coli), ainsi inhibant la synthése des protéines [3, 4]; la portion B-lactame des
pénicillines se lie a I’enzyme transpeptidase de la bactérie, empéchant la synthése
de peptidoglycanes, 1’¢lément clé de la paroi cellulaire de la bactérie [5, 6]. La
résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement aprés leur
introduction dans le traitement des maladies infectieuses. La résistance aux
antibiotiques la plus répandue est lorsque les bactéries développent des mécanismes
faisant que 1’antibiotique ne peut pas atteindre sa cible. Cela arrive, par exemple,
avec une souche d’E. coli qui est capable d’hydrolyser le noyau B-lactame de
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I’antibiotique, inactivant ce dernier [6]. Cette résistance est un facteur majeur
compliquant le traitement des infections bactériennes et la dissémination des

souches multi-résistantes.

La résistance bactérienne aux antibiotiques se caractérise par son caractere
naturel ou acquis, son mécanisme et son support génétique. Il y a deux types de
résistance : la résistance naturelle, qui fait partie du patrimoine génétique normal du
germe, et la résistance acquise, qui est I’acquisition de nouveaux geénes capables de
rendre la bactérie insensible a un antibiotique. Ce nouveau geéne peut étre obtenu
soit par mutation au niveau du chromosome, qui est un phénomeéne rare, soit par
transfert d’ADN de plasmides conjugatifs ou de transposons (mécanisme le plus

fréquent) [7-9].

La résistance acquise provient de deux sources: des plasmides,
I’information génétique est portée par des plasmides, transférables a d’autres
bactéries, ou des transposons, les fragments d’ADN “sauteurs” qui peuvent
s’intégrer soit dans le chromosome soit dans des plasmides, en allant de ’'un a
I’autre. Plusieurs types de mécanismes de la résistance bactérienne aux
antibiotiques sont connus, tels que la modification de la cible des antibiotiques, la
synthése d’enzymes inactivant les antibiotiques et la diminution de la perméabilité
bactérienne aux antibiotiques [8, 9]. Une espéce bactérienne peut étre résistante a
plusieurs antibiotiques selon des mécanismes différents. Par exemple, le
Staphylococcus aureus Méti R est résistant par modification de la cible et peut étre

résistant aux aminosides par production d’enzymes [10].

La mutation est un événement spontané qui se produit indépendamment de
la présence d’un antibiotique. Une bactérie portant une telle mutation a un énorme
avantage, car les cellules sensibles sont rapidement tuées par I’antibiotique, ce qui
laisse une sous-population résistante. La résistance transférable est connue depuis

1959, lorsque des geénes de résistance dans Shigella se sont transférés a E. coli par

2



des plasmides. Les plasmides sont des pieces autoréplicatives d’ADN circulaire,
plus petits que le génome bactérien, qui codent pour leur transfert par la réplication
dans une autre souche bactérienne ou espéces. Ils peuvent transporter et transférer
des génes de résistance multiple, qui peuvent étre situés sur une section d’ADN qui
est capable de se transférer d’un plasmide a un autre, ou a I’autre génome. Ce

dernier représente le transposon [8].

Les mutations favorables qui surviennent dans les bactéries peuvent étre
insérées dans des séquences des plasmides, puis étre transférées a différentes

especes bactériennes.

1.1.1. L’importance de la DHFR

La dihydrofolate réductase (DHFR ; EC 1.5.1.3), présente chez tous les
organismes, catalyse la réduction du dihydrofolate (DHF) en tétrahydrofolate
(THFA) a I’aide du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) et est
une enzyme essentielle dans la biochimie et la chimie médicinale. Puisque les
dérivés du THFA sont utilisés pour la synthése des purines et de 1’acide
thymidique, précurseurs de ’ADN, la DHFR est essentielle dans le métabolisme
des folates et dans la prolifération cellulaire. Une inhibition efficace de I’enzyme
entraine alors un blocage dans la synthése d’ADN et entraine la mort de la cellule,
ce qui permet de contrdler la propagation des maladies, incluant les infections
microbiennes. Les DHFRs de vertébrés ont un haut degré d’homologie (72-89%
d’identité de séquence pour les DHFRs du poulet, de la souris, bovine et humaine);

25% d’homologie de séquence a été observée entre les DHFRs des animaux et des
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bactéries [11, 12]. Pourtant, les structures tertiaires de la DHFR bactérienne d’FE.
coli (DHFR Ec) et de la DHFR humaine (DHFRh) sont trés semblables malgré un
degré d’identité de séquence inférieur a 30% [11, 13]. Les résidus de la cavité du
site actif sont généralement conservés, mais la différence est assez significative
pour que certaines DHFR aient des inhibiteurs sélectifs [11, 14]. Par exemple, le
méthotrexate (MTX) qui est un analogue du folate (Figure 1.1), utilisé pour des
traitements par chimiothérapie de cancers [15], est un inhibiteur puissant avec une
grande affinité; il se lie de maniére presque irréversible a la DHFRh et a la DHFR
Ec, avec Kj, de I’ordre de pM [16]. La structure d’un autre inhibiteur utilisé pour
traiter un grand nombre d’infections bactériennes [17] chez les humains, le
triméthoprime (TMP), différe de celle du folate (Figure 1.1). Son affinité¢ pour la
DHFRh est environ 10* fois moins forte que son affinité pour la DHFR Ec ; les
valeurs de Kj sont de 0,96 uM et 80 pM respectivement, ce qui permet d’utiliser le

TMP comme agent antibactérien sélectif chez les humains.

COOH
Jt[ jﬁ —Q)J\N/I\/\COOH
A
COOH OCH,
2I jﬂ /@)J\N/I\/\COOH H N-<\§— 4<j%700-|3
H NJ\ cH, OCH,
B C

Figure 1.1. Structures du substrat et d’inhibiteurs de la DHFR.

(A) Dihydrofolate, DHF; (B) méthotrexate, MTX; (C) triméthoprime, TMP.



Depuis les années 1970, une grande variét¢é de DHFRs bactériennes
résistantes au TMP, dirigées par différents mécanismes de résistance autant
naturelle qu’acquise, a été rapportée. Une classification non exhaustive est
présentée dans une revue de Then [18]. Par exemple, une mutation du géne codant
pour la DHFR, dans E. coli et Klebsiella aerogenes cliniquement isolées, a mené a
la production d’une enzyme avec une sensibilité réduite au TMP [19]. De plus, dans
certaines souches 1’augmentation de I’activité de la DHFR a été observée; cette

augmentation était assez haute pour rendre la cellule moins sensible au TMP.

Parmi ces mécanismes de résistance il y a en un particulier, qui n’a pas été
retrouvé dans les études de résistance aux autres médicaments : la DHFR encodée
par un plasmide [20, 21]. La classification des enzymes encodées par un plasmide,
contenant un géne codant pour une DHFR autre que la chromosomale, retrouvée
dans le génome d’E. coli (DHFR Ec), a ét¢ donnée par White et Rawlinson en 2001
[22]. Les DHFRs de deuxiéme groupe, connues comme DHFR de type I, encodées
par un plasmide R (pour résistance), sont 1 000 fois moins sensibles au TMP que
les autres types de DHFRs, résistants au antibiotiques [23, 24] et 10° fois moins

sensible a cet inhibiteur que la DHFR Ec (Tableau 1.1).

En comparant I’activité catalytique des DHFRs bactériennes chromosomale
et plasmidiques, on peut remarquer que ces derniéres sont plus faibles, par exemple,
les valeurs de k., de la DHFR plasmidique encodée par le plasmide R67 (DHFR
R67) et la DHFR Ec sont de 0,83 s et 29 s™' respectivement [25, 26]. Les enzymes
de type II résistantes au TMP sont moins efficaces au niveau catalytique, mais elles
ont un grand avantage par rapport aux autres : grace a elles les bactéries survivent.
Le plasmide pouvant étre transféré par réplication dans une autre souche
bactérienne, la résistance au TMP devient un des problémes a résoudre au niveau

clinique.



Tableau 1.1. Comparaison des enzymes DHFRs : chromosomale et

plasmidique.
Enzyme Forme d’enzyme KiMTX KiTMP KMDHF KMNADPH keat
(PM) (nM) (uM) (uM) C)
DHFRh monomére, 22 kDa 34° 960 * <0,075° 0,26 ¢ 10°
DHFR Ec monomére, 18 kDa 1,0° 0,08 * 1,19 0,94 ¢ 29 ¢
DHFR R67  tétramére, 34 kDa >500 x 10°°  1,5x 10°F 828 1,6 ¢ 0,83 ¢

* Appleman et al. 1988 [16]; ® Volpato ez al. 2007 [27]; € Huang ef al. 1990 [28]; ¢
Howell ef al. 1990 [25]; ¢ Jackson et al. 2005 [29]; " Amyes & Smith, 1976 [20], la
valeur de K; correspond a la DHFR de type II encodée par le plasmide R388
(DHFR R388) qui a une haute homologie de séquence avec la DHFR R67 [30-33];
& Schmitzer et al. 2004 [26)].

1.1.2. Les DHFRs résistantes au TMP

Dans la littérature, les enzymes DHFRs résistantes au TMP sont divisées en
deux classes : dfrA et dfrB [22, 34]. La classe dfrA comprend 17 enzymes de
plusieurs types de DHFRs composées de 157 a 187 résidus; puisque les acides
aminés impliqués dans les interactions avec le substrat et le cofacteur sont
conserves, il est suggeré que les enzymes de cette classe sont des homologues des
DHFR chromosomales. La classe dfi'B rassemble trois enzymes de type II et elles
montrent la plus haute résistance aux inhibiteurs[23, 35], y compris au MTX [20,

29, 36, 37]. Les séquences de ces dernieres enzymes sont plus courtes (78 acides
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aminés), et elles n’ont pas de lien d’homologie avec la DHFR chromosomale ni
génétiquement, ni structurellement [32, 38] (Figure 1.2). L’origine des DHFR de
type II n’est pas encore connue. Cette protéine pourrait servir comme un modele
pour les organismes primitifs [39] : a cause de sa structure particuliére et de ses
parametres cinétiques (Tableau 1.1), en plus de I’observation qu’elle catalyse la
réduction de plus d’un substrat de type folate [36, 40], elle pourrait potentiellement
catalyser une variété des réactions, tel que les enzymes primitives auraient pu le
faire [39, 41, 42]. En comparant les structures cristallines de deux DHFRs, une
chromosomale et une plasmidique, montrées sur la Figure 1.2, aucune ressemblance
n’a été observée. La DHFR Ec chromosomale est un monomeére de 159 acides,
ayant une masse totale d’environ 18 000 Da; sa structure est composée de cing
brins B antiparalleles, compactés en tonneau B qui forment deux domaines rigides
séparés par une région charniére [43, 44]. A cause de la structure particuliére de la
DHFR R67, différente de celle de la DHFR Ec, le site de liaison pour le substrat et

le cofacteur sont distincts de ceux de la DHFR Ec chromosomale. [45].

Contrairement a la DHFR Ec, la DHFR de type II est active sous forme d’un
homotétramere auto-assemblé en forme de beigne D, (groupe ponctuel de symétrie
222). Chaque monomeére de cette enzyme est constitué¢ d’une chaine peptidique de
78 acides aminés ce qui donne un tétramére d’environ 34 000 Da. Chaque
monomere est composé de cinq brins f antiparalleles, dont trois sont associés avec
les brins similaires de 1’autre monomeére en formant le tonneau  a I’interface du
dimere. L’association de dimeres en tétramere s’effectue grace aux interactions
entre les histidines (H62) de chaque monomere. Cet équilibre, tétramere < 2
dimeres, dépend de 1’état de la protonation du résidu H62 : positivement chargé au
pH faible, il favorise la dissociation du tétramere en dimere. L’ionisation de ces
histidines dans leur environnement a été confirmée par des études de RMN et par

fluorescence : les valeurs des pK, des histidines étant de 6,77 et de 6,84,



respectivement [46]. Dans les cellules a pH neutre, ~7, la DHFR de type II est donc

présente principalement sous forme de tétramere.

Figure 1.2. Structures des DHFRs.

(A) DHFR d’E. coli encodée par le plasmide R67 (2RK1.PDB) [43] : la structure de
la forme active de la protéine est composée de quatre monomeres colorés en rouge,
jaune, vert et bleu; chaque monomeére est composé de cing brins [ antiparalléles,
compactés en tonneau . (B) DHFR d’E. coli chromosomale (1RF7.PDB) [47],

possédant un noyau de huit brins  avec quatre hélices a.

Le pore du site actif dans le tétramere est situ¢ au centre de I’enzyme; il est
unique et symétrique, ou la contribution de chaque monomeére est égale [39, 48]. A
cause de la symétrie du site actif, il n’y pas de liaisons spécifiques pour le substrat

ou pour le cofacteur: deux substrats ou deux cofacteurs peuvent étre liés a



N

I’enzyme en méme temps [49], formant des complexes ternaires non productifs. A
cause de son site actif inhabituel, cette enzyme est considérée comme un modele
d’enzyme primitive qui n’est pas optimisée par I’évolution [42]. Selon les données
obtenues par les structures cristallines de la DHFR R67 [39, 43], les deux ligands
sont liés dans des conformations étendues aux faces opposées et ils se rencontrent
au milieu du pore du site actif formant un motif “sandwich” (Figure 1.3). Le résidu
Q67 participe en paire avec son analogue symétrique dans les interactions avec le
NADPH; le résidu 168 forme des ponts hydrogénes avec I’anneau ptérine du DHF

[48]. Les résidus Y69 et K32 peuvent interagir avec les deux ligands.

Dans le site actif, les positions du DHF et du NADPH sont favorables pour
la transmission d’hydrogeéne de 1’atome C, du NADPH a I’atome C¢ du DHF
(Figure 1.4). Ce transfert est facilité¢ par la protonation de I’atome Ns du substrat.
Dans le cas de la DHFR Ec, le proton provient du groupement acide du résidu D27
[50], strictement conservé. La mutation de ce résidu, D27S, diminue la vitesse de
transfert d’hydrure plus de 100 fois et son activité catalytique devient dépendante
du pH [50]. Ce résidu correspond au résidu E30 dans les DHFRs de mammiféres
[42, 51-53]. Pourtant, la DHFR R67 ne posséde pas de groupement donneur de
proton dans la cavité du site actif [26]. Les études du groupe de E.E. Howell ont
montré I’augmentation de I’activité enzymatique de la DHFR R67 avec diminution
de la valeur pH de 9,5 a 6,5 (voir ci-dessous) [36, 40]. Par contre, il n’est pas
possible d’étudier I’effet d’un pH plus acide sur ’activité de la DHFR R67 car le
tétrameére se dissociera, suite & la protonation de I’histidine 62 (pK, = 6,84). A cause
de cela, un tétramere covalent de la DHFR R67, stable aux pH de 4 4 9, a été créé
par mutation H62C [36, 40]. L’activité enzymatique de ce mutant augmente lorsque
pH diminue. Ce comportement ressemble a celui du mutant de la DHFR Ec D27S
et il est cohérent avec I’hypothése de substrat productif DHF si 1’atome Ns est
protonné. Cette protonation provient du solvant et non pas d’un groupement acide

du site actif de la DHFR R67, ce qui rend I’enzyme dépendante du pH du milieu



[36, 40, 54, 55]. D¢s que le DHF dans le site actif est protonné, le transfert
d’hydrure s’effectue.

Figure 1.3. Liaison des ligands dans le site actif de la DHFR R67.

Un tétramére avec une seule (asymétrique) paire de ligands. Les monomeéres ont un
code de couleur et sont étiquetés A-D. Le pore site actif fait face a 1’observateur.
Les quatre résidus W38, qui contribuent a 1’empilement, se situent sur les couches
extérieures du ‘“‘sandwich”. Vers D’intérieur, les couches suivantes sont liées
symétriquement : les résidus Y69-Q67 avec Q67°-Y69 " “pincent” les anneaux de
nicotinamide (NADPH) et de ptéridine (DHF) au centre. Les ligands: le DHF
(jaune) et le NADP" (magenta, I’anneau nicotinamide est montré seulement pour la
simplicité¢). Une ligne rouge montre la proximité de la C4 (nicotinamide) et Ce
(ptérine), qui sont impliqués dans le transfert d’hydrure. La figure est adapté de la
référence Krahn et al. [43].
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Figure 1.4. Schéma du mécanisme de la réaction catalysée par la DHFR Ré67.

La réaction de la réduction du 7,8-dihydrofolate (DHF) en 5,6,7,8-tétrahydrofolate
(THFA) catalysée par la DHFR utilisant le cofacteur NADPH comme donneur
d’hydrure; les interactions établies entre 1’enzyme et le substrat et le cofacteur sont
illustrées. Les structures en rouge et en bleu représentent les résidus de 1’enzyme et

les ponts hydrogénes. Le schéma est adapté de référence Kamath ef al. [55].
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En se basant sur les études de E.E. Howell, le mécanisme de la réduction du
DHF catalysée par la DHFR R67 peut étre proposé (résumé en Figure 1.3). Selon
des valeurs relatives de K4, obtenues pendant les études de comportement des
mutants du site actif [49, 56], la liaison initiale dans la DHFR R67 s’effectue avec
le cofacteur. Les groupements amide et carbonyle du résidu 168 du monomeére A
forment des liaisons hydrogeénes avec les atomes O7y et N7y de carboxamide du
NADPH, respectivement. Le résidu Q67 forme des interactions hydrophobes avec
I’atome C4, donneur d’hydrure [55]. Les interactions additionnelles des résidus V66
et G64 avec le groupement ribose du nicotinamide contribuent a la formation de la
conformation optimale pour le transfert d’hydrure [57]. Deux groupements de
I’adénosine phosphate du cofacteur interagissent avec les résidus K32 de
monomeres A et D, exposés a 1’extérieur de méme co6té du pore du site actif. Des
que le complexe enzyme-NADP" est formé, 1’approche du DHF est favorisée [29].
Les anneaux de deux ligands, ptéridine et nicotinamide, sont placés en
conformation endo I’un par rapport a I’autre. Les interactions entre le substrat et le
résidu 168 de I’enzyme du monomeére D s’effectuent de la semblable au cofacteur :
les atomes O4 et N3 du substrat interagissent avec les groupements amide et
carbonyle du résidu 168. La queue p-aminobenzoyle glutamate (p-ABG) du DHF
forme des ponts hydrogénes entre ses groupements carbonyles et les résidus K32
des monomeres B et C, de ’autre coté du site actif [55]. Les études calorimétriques
(calorimétrie isotherme a titration) de la liaison des ligands dans la DHFR R67 [29]
indiquent une forte préférence pour I’anneau ptéridine non-protoné avant que la
liaison entre le DHF et le complexe enzyme-NADP" soit formée. En plus, le fait
que la quantité¢ de DHF protoné a pH 7 n’est pas tres élevée, di au pK, de I’atome
Ns qui est 2,60 (a 25 °C) [58, 59], supporte I’hypothése de la protonation du Njs
aprés la formation du complexe enzyme-NADP"-DHF. La source du proton pour
Ns n’est pas encore connue. Selon une des hypothéses proposées par le groupe de
recherche E.E. Howell, la queue p-ABG peut servir de donneur de proton si les

résidus glutamates sont protonés [55, 58]. En accord avec cette proposition, la
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dépendance de la catalyse de la DHFR R67 de pH bas concorde avec
I’augmentation de la fraction des groupements carboxyles protonés. A la suite de

ces interactions, le transfert d’hydrure est effectué.

Depuis que la résistance de la DHFR bactérienne au TMP a été découverte,
la DHFR de type II encodée par le plasmide R67, la DHFR R67, est la plus étudiée
par rapport aux autres enzymes résistantes de méme type. Les trois enzymes de type
IT connues sont des homologues avec 78-85% d’identité et ~ 90% de similarité; les
résidus importants dans liaison des ligands, soient K32 et la région V66-Q67-168-
Y69 [39, 48, 55] sont conservés dans le site actif (Figure 1.5). Ce dernier suggere
un comportement similaire de ces trois enzymes, y compris l’influence des
antibiotiques. Donc, la DHFR R67 peut servir de modele pour I’étude des DHFRs
de type II.
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10 20 30 40 50
| | | | |
DHFR R388 MGQSSDEANAPVAGQFALPLSATFGLGDRVRKKSGAAWQGQVVGWYCTKL

DHFR R67 MERSSNEVSNPVAGNFVFPSNATFGMGDRVRKKSGAAWQGQIVGWYCTNL

DHFR R751 MDQHNNGVSTLVAGQFALPSHATFGLGDRVRKKSGAAWQGQVVGWYCTKL

60 70 78
| | |
DHFR R388 TPEGYAVESESHPGSVQIYPVAALERVA

DHFR R67 TPEGYAVESEAHPGSVQIYPVAALERIN

DHFR R751 TPEGYAVESESHPGSVQIYPVAALERVA

Figure 1.5. Comparaison de la séquence de DHFRs plasmidiques de type II
d’E. coli.

Les séquences des DHFR Ila, DHFR IIb et DHFR Ilc encodées par les plasmides
R67, R388 et R751 respectivement; les lettres colorés en noir représentent la
conservation de séquence (identique), en cyan pour les substitutions conservatives,
et en rouge pour les substitutions non-conservatives. En gras, les résidus jouant un

role important dans la catalyse.
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1.2. Les approches dans la recherche d’inhibiteurs de la

DHFR R67

Le TMP a été introduit en 1962 [60] et, en 1968, il a été mis en utilisation
clinique en combinaison avec le sulfonamide [61], qui cible une autre enzyme
bactérienne, la dihydroptéroate synthétase, impliquée dans la synthése de ’acide
folique [62]. L’association du sulfonamide et du TMP permet d’obtenir une

synergie marquée grace a une inhibition séquentielle de la synthése des folates.

Depuis les années 1970, le TMP est largement utilisé en tant qu’agent
antibactérien efficace pour combattre des infections urinaires, prostatites,
respiratoires, la gonorrhée et le typhus aussi que la tuberculose [63-66]. La
résistance chez E. coli aux antibiotiques est de plus en plus rapportée [67-71]. La
résistance dont la DHFR R67 est responsable, devient de plus en plus dangereuse
en milieu hospitalier car des bactéries pathogénes peuvent se transmettre le
plasmide de résistance; de plus, la forte pression de sélection dans les hopitaux
favorise le développement de bactéries résistantes au TMP [18, 19]. Depuis
longtemps, le TMP est un des antibiotiques les plus utilisés [64, 72]. Selon des
données statistiques de [’Organisation mondiale de sant¢é (World Health
Organization, WHO), le TMP est présent dans la liste modele des médicaments
essentiels (Model Lists of Essential Medicines, [73]

http://www.who.int/medicines/publications/essentialmedicines/Updated_sixteenth

adult list en.pdf, Annexe 1). Pourtant, la recherche d’inhibiteurs pour la DHFR

R67 est tres peu développée. Dans les études d’E.E. Howell, plusieurs analogues du

folate et quelques autres molécules ont été criblées [29, 42]. Quelques-uns ont été
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rapportés comme de bons candidats pour I’inhibition de la DHFR R67, tels la
novobiocine (également connu sous le nom albamycine ou cathomycine) et le rouge
congo (Figure 1.6) avec des valeurs de K; 70 uM et 2 uM respectivement [42]. Par
contre, ces composé€s n’ont pas été testés pour la sélectivité envers la DHFR
humaine (DHFRh). Ainsi, aucun inhibiteur sélectif contre la DHFR R67 n’est
actuellement répertorié dans la littérature, alors que les DHFRs résistantes au TMP
causent des problémes dans les traitements antibactériens. Par conséquent, la
recherche d’un inhibiteur sélectif contre la DHFR R67 présente un intérét majeur.
Cet inhibiteur peut servir de base pour le développement d’un antibiotique et pourra
éventuellement étre utilisé conjointement avec le TMP, redonnant au TMP une plus

grande efficacité.
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Figure 1.6. Inhibiteurs de la DHFR R67.

(A) Rouge congo et (B) novobiocine [42].
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1.2.1. Recherche des composés primaires pour le design d’un

inhibiteur

Le criblage a haut débit, “High-throughput Screening” (HTS), est largement
utilisé¢ dans la premiére étape de la découverte d’un médicament pour déterminer
les composés primaires (“lead compounds”) [74, 75]. Ces composés doivent étre
optimisés pendant des études pharmacologiques. Le criblage a haut débit est un
processus de dosage d’un grand nombre de composés sur des cibles biologiques.
Jusqu’a 100 000 composés peuvent étre analysés en un jour [75, 76]. Les robots
peuvent généralement préparer et analyser simultanément de nombreuses plaques

de 96 ou de 384 puits ou les composés sont déposés [76].

Dans la littérature, beaucoup de recherches sur les propriétés des petites
molécules nécessaires pour produire des bons composés fonctionnels (“Aits”) sont
référencées [74, 77, 78]. La “régle des cinq”, développée par Lipinski et al. [79],
fourni certains critéres pour le développement de candidats avec une bonne
biodisponibilité pour les médicaments délivrés par voie orale. La régle est la

suivante :
- le poids moléculaire est inférieur a 500;
- le nombre de donneurs de ponts hydrogene est inférieur ou égal a 5;
- le nombre d’accepteurs de ponts hydrogene est inférieur ou égal a 10;

- la valeur de logP est inférieure ou égale a 5.
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Ces regles ont été renforcées par d’autres, tels que Veber et al., qui ont
découvert que le nombre de liaisons rotatives (“NROT”) est un parameétre
important, un maximum de sept semblant étre optimal pour la biodisponibilité par
voie orale [80]. Récemment, un terme semblable a composé primaire a été introduit
pour les molécules identifiées au moyen d’un criblage a haut débit; ces molécules
ont été adaptées pour I’optimisation et ont des propriétés relativement proches aux
valeurs de la régle des cinq de Lipinski [78, 81]. La problématique quant a la taille
des composés identifiés par le criblage a haut débit a été récemment soulevée dans
la littérature : dés que la molécule devient plus complexe, la chance d’observer une
interaction utile pour un ligand choisi au hasard chute de fagon dramatique [77].
Donc, une approche alternative dans la découverte d’un médicament a été
proposée : le design d’une drogue basé sur 1’utilisation de petites et relativement
simples molécules, les “fragments” (“Fragment Based Drug Design”), pour
préparer un composé fonctionnel [82-84]. Cette approche est basée sur la
détermination des molécules primaires de faible poids moléculaire qui peuvent se
lier a une cible biologique avec une faible affinité¢ (Figure 1.7). Ces molécules
peuvent étre déterminées grace a la minimisation des interactions défavorables
(€lectroniques ou stériques) qui les empécheraient de se lier efficacement [77].
Puis, a partir des molécules déterminées, une librairie de composés plus complexes
sera créée et testée afin d’identifier le meilleur composé fonctionnel. Cette facon de
construire un composé primaire, en utilisant des composés avec une faible affinité
comme des fragments, permet d’enrichir leur diversit¢ chimique et la

reconnaissance moléculaire.

18



potentiellement pourraient se lier avec une
cible et qui ont un groupe fonctionnel réactif

ecuioNmoe®
ObOehemBOS

L 2. Criblage d’'une série des composés afin
l d'identifier les composés qui se lient a la cible

= in] @’ '] (b] (iJ

l 3. Préparation d’une librairie de composés en

l 1. Préparer une série des composés qui

se basant sur toutes les combinaisons
possibles des composés se liant a la cible

L Se L 50 Heé
000N GO0 NN
%O %6 66 be 00

l 4. Criblage d’une librairie des composés liés

afin d’identifier une liaison forte avec la cible

Figure 1.7. Principe du design d’un inhibiteur basé sur ’utilisation de petites

molécules (“Fragment Based Drug Design”).

Le schéma est adapté de la référence Maly et al. [85].
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En utilisant cette approche, les composés fonctionnels identifiés

généralement obéissent a la “régle des trois” [86], ou :
- le poids moléculaire est inférieur a 300;
- le nombre de donneurs de ponts hydrogenes est inférieur ou égal a 3;
- le numéro d’accepteurs de ponts hydrogenes est inférieur ou égal a 3;
- la valeur de logP est inférieure ou égale a 3;
- le nombre de liaisons rotatives est inférieur ou égal a 3.

Ces données impliquent que la “régle des trois” pourrait étre utile lors de la
construction de librairies pour la découverte de fragments efficaces pour des

composés fonctionnels.

Une autre partie importante de la recherche d’inhibiteurs pour la DHFR R67
est de s’assurer que la molécule inhibitrice est sélective et n’a pas d’influence sur la
DHFRh. La sélectivité d’un inhibiteur est un paramétre important, car I’inhibiteur

de la DHFR R67 sera utilisé comme agent antibactérien chez I’Homme.

1.2.2. Promiscuité catalytique de la DHFR R67

Bien que la DHFR R67 puisse différencier le TMP du DHF, le site de
liaison des folates dans 1’enzyme n’est pas trés spécifique. C’est a cause de la
particularité du site actif de I’enzyme. Comme il est indiqué plus haut, grace a la

symétrie du site actif, il n’y pas de site de liaison spécifique ni pour le substrat, ni
20



pour le cofacteur. Le site actif peut accommoder soit le substrat ou soit le cofacteur
dans le méme site de liaison et les résidus impliqués dans 1’optimisation du ligand
pour la catalyse sont les mémes [87]. La formation de complexes non productifs, tel
que la DHFR R67 avec deux molécules de DHF ou de NADPH liées a la fois, est
donc possible [49]. Cette promiscuité dans la liaison du substrat et du cofacteur
suggere qu’il y a une forte possibilité de lier d’autres analogues du substrat, ce qui
¢tait observé avec les inhibiteurs novobiocine et rouge congo [42] (Figure 1.6).
Dans le cas d’inhibition compétitive, si le NADPH peut se lier simultanément,
I’inhibiteur a le potentiel de servir comme un substrat alternatif de réduction par la
DHFR R67. Dans la littérature, certains analogues du folate (Figure 1.8) sont
rapportés comme des substrats alternatifs pour la DHFR R67, mais ne sont pas des
substrats pour les DHFRs chromosomales: la 6,6-diméthyldihydroptérine
quinonoide (q-DMP) et le N5,N10-méthyléne-tétrahydrofolate (MTHF), avec des
kear de 0,40 stet 0,84 s'et Ky de 185 uM et 78uM respectivement [36].

La réduction du substrat par la DHFR R67 demande [’utilisation du
cofacteur NADPH comme donneur d’hydrure. Dans la littérature, la
stéréosélectivité des enzymes qui dépendent de NAD(P)H a été rapportée (par
exemple, les déshydrogénases d’alcool [88]). Le produit de la réaction dépend de la
position du cofacteur pendant la réduction du substrat, et, par conséquent, des
propriétés de la liaison du cofacteur avec I’enzyme. De fagon analogue, il fut
démontré que la position du NADPH dans le site actif de la DHFR R67 favorise le
transfert de Hy lors de la catalyse [37, 43]. Ces propriétés rendent la DHFR R67
stéréosélective, en faisant potentiellement un nouveau biocatalyseur dans la
réduction des imines prochirales, si de tels substrats peuvent se lier dans le site actif
et présenter au NADPH la liaison imine, pour favoriser la réduction. Ainsi, la
découverte de molécules se liant dans la cavité centrale (inhibition compétitive)

permettra le criblage de molécules analogues comprenant une ou plusieurs liaisons
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réductibles. Si le criblage est effectué¢ en présence de NADPH, on pourra détecter si

une réduction a lieu, par spectrophotométrie.
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Figure 1.8. Comparaison du substrat primaire et des substrats alternatifs de la

DHFR R67.

(A) Dihydrofolate (DHF); (B) 6,6-diméthyldihydroptérine quinonoide (q-DMP);
(C) N5,N10-méthylene-tétrahydrofolate (MTHF); (D) acide folique.

La recherche d’inhibiteurs pour la DHFR R67 peut donc révéler des
nouveaux substrats potentiels, ou gabarits pour la conception de substrat, pour les

processus de la biocatalyse.
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1.3. Role de co-solvants dans le criblage d’inhibiteurs

Dans la recherche d’un inhibiteur de la DHFR R67 nous avons exploité
I’approche du design basé sur ’utilisation de petites molécules, et donc, nous avons
cherché des molécules primaires, qui pourraient servir de point de départ dans la
construction d’un composé plus complexe et plus efficace. Souvent, les petites
molécules organiques sont peu solubles dans ’eau, alors que 1’enzyme cible est

active en milieu aqueux.

La présence de I’eau est importante pour 1’activité catalytique des enzymes.
Au cceur de la protéine, ou la constante diélectrique est faible, les interactions
dipdle-dipdle influencent significativement le repliement de la protéine [89], et par
conséquent I’activité enzymatique peut étre affectée. L’eau participe a la formation
de liaison hydrogéne (un cas particulier d’interaction dipolaire) et stabilise la

structure de la protéine.

Dans les interactions entre la DHFR R67 et le substrat DHF, la présence de
I’eau est un facteur important [90]. Il a été mentionné que la protonation du substrat
facilite le transfert d’hydrogene et la réduction. Ce point de vue propose que 1’eau
est intimement liée a la spécificité de liaison ainsi que 1’affinit¢ de la DHFR R67.
Donc, la présence du l’eau est une condition nécessaire pour la réalisation de
fonctions catalytiques de la DHFR R67; ce qui demande I'utilisation de co-solvant

miscible avec 1’eau pour solubiliser les composés pour le criblage.
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1.3.1. Les solvants organiques

Les solvants organiques sont des composé€s comportant des atomes de
carbone présentant habituellement des températures d’ébullition inférieures a 100
°C, facilitant alors leur évaporation. Ils peuvent servir, en fonction de leurs
caractéristiques, de co-solvants pour faciliter la solubilisation de composés

hydrophobes en milieu aqueux.

La plupart des solvants organiques sont dénaturants, a cause de leur
influence sur la constante diélectrique du milieu, donc les forces qui stabilisent la
protéine et aussi sur les interactions hydrophobes de la protéine. Les solvants
organiques solubles dans I’eau interfeérent avec les forces hydrophiles qui stabilisent

les structures protéiques et ce, a cause de leurs propres interactions avec 1’eau [89].

Cependant I’utilisation des solvants organiques a certaines limitations dans
le contexte du criblage avec une cible protéique. L’addition de solvants organiques
communs, tels que 1’acétonitrile (ACN), le diméthylsulfoxyde (DMSO), le
tétrahydrofurane (THF) ou le méthanol (MeOH), méne souvent a la dénaturation de

la protéine ou a la diminution significative de ’activité enzymatique [91-94].
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1.3.2. Les liquides ioniques comme nouveaux co-solvants

Au cours des dix dernieres années, les liquides ioniques (LIs) ont émergé
dans le domaine de la biocatalyse en tant qu’alternative aux solvants organiques.
Les LIs ont été définis comme des sels avec des points de fusion inférieurs a 100
°C. Ils sont constitués d'un cation organique et d’un anion organique ou
inorganique. Dans plusieurs revues la dépendance des propriétés des LIs sur leur
composition est soulignée [95-98]. En général, les propriétés des LIs comme
solvants ressemblent aux solvants organiques polaires tel I’ACN, le N-
méthylpyrrolidone ou le méthanol [99]. Les caractéristiques de base des Lls,
comme la polarité, ’hydrophobie ou la miscibilité avec d’autres solvants, peuvent
étre modifiées par le changement appropri¢é de 1’anion ou du cation, et aussi y

améliorer la solubilité des composés hydrophobes [96, 100].

D’aprés van Rantwijk et Sheldon [96], les avantages principaux dans

I’utilisation des LIs sont :
- une tension de vapeur négligeable,
- non volatile,
- ininflammable,
- une grande stabilité¢ thermique, chimique et électrochimique,
- un état liquide sur une grande gamme de températures,

- une capacité a dissoudre des composés polaires,

25



- une miscibilité variable avec 1’eau et d’autres solvants facilitant

I’extraction,
- unrecyclage facilité,

- des propriétés facilement modulables par la variation d’un des deux

ions.

En général, les enzymes solubilisées dans les LIs purs perdent leur activité
catalytique. Cependant, 1’addition de petites quantités de LIs dans la solution
aqueuse contenant I’enzyme peut augmenter leur activité et leur stabilité¢ [94, 101,
102]. Les classes d’enzymes les plus largement ¢tudiées comme biocatalyseurs
dans les LlIs sont les lipases [101, 103, 104], ainsi que les protéases [105] et les
acylases [106]. Le comportement des oxydoréductases dans les milieux avec LlIs est
moins développé dans la littérature par rapport aux lipases [95, 96, 100]. Pourtant,
les oxydoréductases sont largement utilisées dans la synthése organique : elles sont
impliquées dans la production de composés chiraux, dans la modification de
cétones, d’alcools, et d’aldéhydes, et aussi elles sont importantes dans le domaine
pharmaceutique. Parmi les oxydoréductases mentionnées sont retrouvées les
peroxydases [107, 108], les oxydases [109], les laccases [94] et les
déshydrogénases d’alcools [102, 110, 111].

L’activit¢ des DHFRs en présence de LIs n’a jamais été étudiée; pourtant,
I’utilisation efficace des LIs en biocatalyse avec des oxydoréductases peut servir de
base pour [’exploration du comportement des DHFRs dans les LIs. Le
comportement d’enzymes dans un nouveau systéme de co-solvant ne peut pas étre
prédit et doit étre déterminé empiriquement. Par contre, si I’enzyme manifeste une
activité catalytique en présence de Lls, ces derniers peuvent servir comme solvants
alternatifs aux solvants organiques pour solubiliser des composés hydrophobes pour

le criblage d’inhibiteurs.
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1.4. Objectifs de recherche

L’objectif principal de cette étude est la détermination d’inhibiteurs sélectifs
pour les DHFRs bactériennes plasmidiques de type dfrB, qui pourraient servir de
base pour le développement d’un antibiotique efficace. L’enzyme DHFR R67
servira de modele pour ces études. Afin d’entreprendre la recherche d’inhibiteurs
nous proposons le dépistage de composés qui peuvent moduler I’activité de la
DHFR R67, basé sur le criblage a haut débit effectué sur la plateforme de criblage a
I’Institut de recherche en immunologie et en cancérologie (IRIC). Cette
collaboration permettra de tester un grand nombre de composés dans court temps.
La réalisation de cette tiche demande de nous assurer d’obtenir 1’enzyme
rapidement et en quantité¢ suffisante pour effectuer le criblage a haut débit des
inhibiteurs. Au début de ces travaux, aucun protocole de purification automatisé
(par FPLC) n’avait été développé dans notre groupe de recherche pour cette
enzyme. Donc, dans un premier temps, 1’élaboration d’un protocole de purification
efficace et rapide sera présenté. En second lieu, le développement des conditions
pour les essais enzymatiques pour le criblage, et ensuite, la vérification de la qualité
de ces conditions seront présentés. Le test controle des essais sur la plateforme de
criblage a ’IRIC nous a permis de nous assurer de la qualit¢é des données de

dépistage d’inhibiteurs.

De plus, dans la recherche d’inhibiteurs, nous proposons de mettre en ceuvre
le criblage rationnel, se basant sur I’approche du design d’une drogue a partir des
fragments. Dans le cadre de cette approche, les molécules primaires qui peuvent
servir des fragments pour I’¢laboration de composés plus complexes, seront
déterminées. En paralléle, ces derniéres seront testées comme des substrats
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alternatifs pour la DHFR R67. Dans le cadre de criblage de petites molécules, nous
proposons la détermination d’un co-solvant appropri¢ pour les essais enzymatiques.
Plusieurs solvants organiques et LIs ont été testés afin de proposer les meilleures

conditions pour le criblage les inhibiteurs.
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2. Résultats

2.1. Etablissement du protocole de criblage a haut

débit

Comme il a été mentionné plus haut, I’objectif principal de cette étude est la
mise au point des molécules inhibitrices sélectives pour la DHFR R67. Un moyen
efficace dans la recherche d’inhibiteurs est le criblage a haut débit qui permet
d’analyser un grand nombre de composés dans une courte période de temps. Une
molécule inhibitrice peut étre déterminée par évaluation de son influence sur
I’activité enzymatique. L’activité enzymatique est caractérisée par la vitesse de la
réaction catalysée sous des conditions déterminées. La vitesse d’une réaction
enzymatique peut étre affectée par plusieurs facteurs, tels que la présence d’un
inhibiteur, la température, le pH ou la concentration du substrat par rapport a celle

de I’enzyme ou par rapport a celle d’un inhibiteur.

L’augmentation de la température a un double effet sur I’enzyme : d’un
coté, la vitesse de la réaction catalysée augmente, et de ’autre, la vitesse de
dénaturation de I’enzyme (une protéine) augmente aussi, diminuant ainsi son
activité catalytique. Lorsque 1I’enzyme se trouve dans sa conformation native et que
la vitesse réactionnelle est maximale, on dit que c’est la température optimale. Dans
le cas de la DHFR R67, selon les ¢études de E. E. Howell, le changement de

I’enthalpie de la formation du complexe ternaire enzyme-NADP"-DHF, AH, estimé
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DHF

par le suivi de la dépendance de la valeur 1/Ky;~ en fonction de température (de

20 a 50 °C), suggere que le complexe ternaire, formé a 25 °C, est le plus productif

[58].

Le pH peut agir sur plusieurs facteurs tel que : I’ionisation des résidus de
I’enzyme et du substrat et/ou du produit; la structure tertiaire des protéines et donc
la stabilité¢ de ’enzyme; la liaison du substrat a ’enzyme; 1’activité catalytique de
’enzyme. Etant des protéines, les enzymes ont des propriétés sensibles au pH. La
plupart des protéines ne sont actives, en fait, que pour une zone de pH étroite,
généralement comprise entre 5 et 9 [112]. Dans le cas de la DHFR R67, le pH a un
fort effet sur I’activité : son site actif ne posséde pas de résidu-donneur de proton
pour la protonation du substrat, contrairement aux DHFRs de type I,
chromosomales [42, 50-53]. Cette protonation est essentielle pour la catalyse, le
pK, de I’atome N5 du DHF est de 2,60 [58, 59]. Ainsi, il fut proposé que la source
de proton est le solvant [43, 113]. En méme temps, la désactivation de la DHFR
R67 a pH < 7 est observée [36, 58], suite a la protonation des His62 [46] dont le
pK, dans I’environnement de la protéine est 6,84 [36, 40]. Ainsi, le pH optimal, ou
I’équilibre est maintenu entre la formation du tétramere de la DHFR R67 et la
source de proton pour le substrat DHF, est de 7,0; ce dernier a été confirmé

expérimentalement (L. Chaussé et J.N. Pelletier, non publié).

En ce qui concerne la stabilité du substrat et du cofacteur, dans la littérature
il est constaté que dans I’échelle de pH de 2 a 9, les deux sont plus stables a pH
basique [114-116]. L’influence de la température a été déterminée dans 1’intervalle
de 19 a 41 °C et de 4 a 37 °C pour le NADPH et le DHF, respectivement. La
stabilit¢ de deux composés testés est inversement proportionelle a 1’augmentation
de la température [114-116]. Par les expériences effectués au laboratoire de J.N.
Pelletier, nous avons confirmé la méme tendance, et déterminé des conditions
optimales pour la réaction et pour les solutions méres préparées : les solutions
meres ont été préparées dans un tampon phosphate 50 mM a pH 8,0 et ont été
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conservées a 4 °C, alors que la réaction a été effectuée dans le tampon phosphate 50

mM pH 7,0 et a 30 °C.

L’augmentation de la concentration de substrat [S], lorsque la concentration
d’enzyme [E] est fixe, influence la vitesse réactionnelle jusqu’au point ou 1’enzyme
est saturée, c’est a dire lorsque [S] >> Ky, si [S] >> [E]. La concentration saturante
de substrat pour une enzyme peut étre déterminée en se basant sur une constante de
dissociation apparente du substrat, la constante de Michaelis-Menten, Ky. Ce
parametre représente la concentration de substrat nécessaire pour réaliser la moitié
de la vitesse maximale. Pour saturer une enzyme, la concentration du substrat
devrait étre [S] > 10 x Ky. Les conditions saturantes en substrat, permettent une
simplification de la vitesse réactionnelle, qui ne dépendra que de la concentration
d’enzyme et de la constante de vitesse k. Celle-ci représente la constante de
vitesse de 1’étape limitante de la réaction enzymatique. Normalement, la vitesse
initiale d’une réaction enzymatique est mesurée (< 10% de conversion de substrat
en produit) dans les conditions saturantes. Dans ce cas, la concentration de substrat
diminue de facon linéaire. Cependant, dans le cas de la détermination des
inhibiteurs pour une enzyme, la saturation par le substrat peut masquer les
inhibiteurs compétitifs faibles. La vitesse réactionnelle dans le cas ou [S] >> Ky,
selon ’équation de Michaelis-Menten (Equation 2.1), ne sera pas trop affectée, si
I’inhibiteur est faible (la valeur de K; est grande). Pour augmenter 1’effet
d’inhibition, la concentration de substrat ne devrait pas étre saturante pour
I’enzyme : 1 x Ky < [S] < 10 x Ky, donc, pour le substrat et le cofacteur les
concentrations sont 8,2 uM < [DHF] < 82 uM et 1,6 uM < [NADPH] < 16 uM,
respectivement. En méme temps, la concentration d’inhibiteur devrait étre au moins

100 fois plus grande que la valeur de K; attendue.
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Equation 2.1.

Une autre condition importante dans la recherche des inhibiteurs est la
qualité de I’enzyme. La protéine criblée devrait étre de haute pureté pour éviter la
possibilité d’interférence, car la DHFR R67 est exprimée dans une souche d’E. coli,
qui possede sa propre DHFR chromosomale de type I, qui catalyse la méme

réaction et qui a une ke 35 fois plus grande (Tableau 1.1).

2.1.1. Optimisation de la purification de la DHFR R67

Pour la réalisation du criblage de 120 000 composés a I'IRIC, il a été prévu
d’effectuer 1’analyse de 350 plaques de 384 puits (communication personnelle, Jean
Duchaine, plateforme de criblage a haut débit de I'IRIC). Selon les tests
préliminaires, effectuées par une ancienne étudiante au laboratoire Pelletier, Linda
Chaussée, la quantité nécessaire de DHFR R67 pour chaque puits est de ~0,45 pg
pour obtenir un signal suffisamment fort lors de I’analyse d’inhibition. Ainsi, la
quantité totale d’enzyme requise pour le criblage d’inhibiteurs, calculée comme
0,45 pg x 384 puits x 350 plaques, donne ~60,5 mg de DHFR R67. La méthode
utilisée pour la production de la DHFR R67 n’était pas suffisamment productive; le

rendement étant d’environ 10 mg de protéine (~75-80% pure) obtenu de 1 L de
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culture cellulaire. Donc, il faudrait effectuer au moins 6 purifications pour avoir la
quantité¢ d’enzyme nécessaire. En outre, pendant la conservation de 1’enzyme, son
activit¢ peut diminuer, et en conséquence affecter les résultats du criblage
d’inhibiteurs. Ainsi, 1I’objectif de la modification du protocole de purification était
d’offrir un protocole simple et reproductible donnant lieu a un rendement élevé

d’enzyme de haute pureté.

La purification de la DHFR R67 effectuée par L. Chaussée a été réalisée par
chromatographie échangeuse d’anions a 1’aide de la colonne DEAE-Sepharose Fast
Flow (Sigma), tel que décrit par Schmitzer et al. [26]. Cependant, la séquence de la
DHFR R67 sauvage portant une queue poly-histidine était disponible. Cette
construction nous permet [’utilisation de chromatographie par affinité d’ions
métalliques immobilisés (IMAC), sur une colonne pré-chargée de Ni-NTA
Sépharose, a débit rapide (“His-Trap, FF’’). L’avantage d’utilisation de cette
colonne est que son volume est 18 fois plus petit que celui de la DEAE-Sepharose
utilis¢ précédemment, tout en ayant une capacité de liaison semblable, ce qui
diminue le temps pour le lavage et 1’élution de la protéine, rendant la purification

plus rapide.

Les résultats de la purification sur colonne Ni-NTA Sépharose, obtenus
suivant le protocole recommandé par Amersham Biosciences, n’ont pas amélioré le
rendement significativement. Le surnageant a été appliqué sur la colonne pré-
équilibrée avec 10 volumes de colonne (VC) de tampon phosphate 100 mM pH 8,0
avec 5 mM d’imidazole (tampon A) et suivi d’un lavage avec 12 VC de ce méme
tampon. L’¢lution de la protéine se fait par application d’un gradient avec du
tampon phosphate 100 mM pH 8,0 avec 250 mM d’imidazole (tampon B) pendant
60 VC. La DHFR R67 a commencé a éluer a environ 30% de tampon B (~ 75 mM
d’imidazole), et le pic de la protéine est apparu lorsque le gradient a atteint 100%
de tampon B. Le pic de la protéine était trop large (Figure 2.1), n’était pas bien
défini et ’activité enzymatique des fractions était tres faible.
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Figure 2.1. Chromatogramme de purification de la DHFR R67 avec un

gradient linéaire en imidazole.

Les lignes bleue et verte, et la numération en rouge représentent le changement
d’absorbance a 280 nm, le changement de gradient et le numéro des fractions,

respectivement.

En tenant compte du fait que le maximum du pic est atteint aprés 100% du
tampon B, nous avons propos¢ de créer un gradient linéaire avec un plateau avant
que la concentration d’imidazole arrive & ~ 50 mM, afin séparer des impuretés
avant I’¢lution de la protéine. Donc, nous avons créé un gradient linéaire pendant 6
VC jusqu’a 8% du tampon B avec concentration d’imidazole de 300 mM, ce que
correspond a ~ 30 mM d’imidazole. Le gradient est maintenu constant pendant 6

VC (le plateau), puis augmenté jusqu’a 100% de tampon B instantanément (Figure
34



2.2). La vérification d’efficacit¢ du nouveau gradient proposé, nous a montré une
meilleure séparation des impuretés et de la protéine d’intérét. Nous avons obtenu
plusieurs pics additionnels d’impuretés qui ¢luent lorsque le plateau est atteint. Le

pic de la DHFR R67 n’a pas la forme symétrique idéale, mais il est plus étroit.

DHFR R67

Figure 2.2. Chromatogramme de purification de la DHFR R67 avec gradient

d’imidazole modifié.

Les lignes bleue, verte et la numération en rouge représentent le changement
d’absorbance a 280 nm, le gradient de tampon B et le numéro des fractions,
respectivement. Les segments I, II, III et [V ont été¢ déterminés apres 1’analyse des
fractions 66-87 par électrophorése SDS-PAGE tricine, en fonction de la présence
d’impuretés, et elles correspondent aux fractions 67-68, 69-70, 71-79 et 80-87,

respectivement.
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L’évaluation des impuretés dans les fractions récoltées, fait par
¢lectrophorese de type SDS-PAGE tricine [117], utilisé généralement pour une
meilleur séparation des protéines avec petite masse moléculaire [118] (Figure 2.3,
A), a réveélé les impuretés. La quantit¢ de DHFR R67 dans les quatre premicres
fractions était plus élevée; par contre, ces fractions n’étaient pures qu’a 60-70% et
nécessitaient ainsi une purification additionnelle. Les deux mélanges I (fractions 67,
68) et II (fractions 69, 70) ont été¢ purifiés séparément par chromatographie
d’exclusion stérique (GFC). Deux autres mélanges III (fractions 71-79) et IV
(fractions 80-87) ont été dialysées contre un tampon phosphate 100 mM pH 8,0.
Apres avoir effectué les purifications additionnelles, la pureté de chaque mélange a

été évaluée par analyse de gel SDS de type tricine (Figure 2.3, B).

Selon les résultats obtenus, les changements apportés au protocole de
purification ont permis d’améliorer le rendement, donnant un total de 63 mg de
protéine a partir de 1 L de culture cellulaire contre 10 mg avec I’ancienne méthode,
tout en conservant une pureté¢ suffisante pour le criblage d’inhibiteurs, avec
Iactivité spécifique de 0,46 UE/mg. Donc, la nouvelle méthode avec deux
purifications : par IMAC et par GFC, nous a permis d’obtenir la DHFR R67 en

quantité et en qualité requise (60 mg, 95 % pure) pour le criblage.
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Figure 2.3. SDS PAGE de la DHFR R67 aprés purification.

(A) SDS-PAGE tricine des fractions correspondant au pic de DHFR R67 selon les
tests d’activité enzymatique a la Figure 2.2; les mélanges des fractions 67, 68 (1) et
69, 70 (II) ont été purifiés séparément par GFC; les mélanges des fractions 71-78
(III) et 79-87 (IV) ont été dialysées, quantifiées et conservées. (B) SDS-PAGE
tricine de la DHFR R67 des mélanges : I et II aprés purification sur colonne Ni-
NTA Sépharose et GFC; III et IV aprés purification sur colonne Ni-NTA Sépharose
et dialyse. La pureté de mélanges est évaluée par le logiciel Scion Image et estimée

a environ 95-98%. (M est le marqueur de masse moléculaire).
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2.1.2. Vérification de la qualité des essais pour le criblage.

L’activité enzymatique des DHFRs est suivie par la disparition du substrat
DHF et du cofacteur NADPH pendant la réaction (I’Equation 2.2) en mesurant
I’absorbance a 340 nm. Selon la loi de Beer-Lambert, le changement d’absorbance
AA mesuré correspond au changement des concentrations en DHF et NADPH et
peut étre calculé utilisant le coefficient d’absorption molaire de la réaction Ag349 nm,
représenté par la différence entre les coefficients d’absorption molaires des
substrats (DHF + NADPH) et des produits (THFA + NADP") de la réaction (Figure

2.4, cf. 4.Partie expérimentale, méthodologie, analyse des données).

Equation 2.2 DHF + NADPH PR _ THFA + NADP"

A&340 nm ([DHF + NADPH] - [THFA + NADP+)) = 12 300 M -em™ [119]

La présence d’un inhibiteur dans le milieu réactionnel réduit 1’activité de
I’enzyme et en conséquence, la vitesse de conversion du substrat en produit, donc la
pente diminue. Ainsi, I’observation de la diminution de la pente initiale indique que
le composé testé agit comme inhibiteur. Toutefois, ceci ne donne aucune indication
du type d’inhibiteur, soit réversible ou irréversible; il peut méme s’agir d’un agent

dénaturant.
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Figure 2.4. Représentation d’activité enzymatique de la DHFR.

La vitesse de la réaction catalysée par la DHFR (A) représentée par le changement

d’absorbance AA en fonction du temps; control négatif sans enzyme (¢).

Avant de lancer le criblage a haut débit, il faut bien définir les conditions de
la réaction : type de tampon, le pH, la température et les concentrations du substrat,
du cofacteur et de I’enzyme. Le tampon (la concentration et le pH) et la température
pour les essais enzymatiques de la DHFR R67 ont été définis précédemment dans le
laboratoire; ces conditions sont en accord avec ce qui est décrit dans la littérature

[58, 114-116].

Pour définir la quantité d’enzyme et de substrat nécessaire pour obtenir des

données fiables, il faut respecter les paramétres suivants :
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- la concentration de substrat dans les essais ne devrait pas étre saturante
par rapport a celle d’enzyme pour permettre de détecter les cas

d’inhibition compétitive par un inhibiteur faible;

- la disparition du substrat (signal mesuré, AAbssz4 nm) change de fagon
linéaire en fonction du temps au cours de la vitesse initiale de la réaction
enzymatique (la conversion de 10% de substrat en produit) et dépend de

la concentration d’enzyme;

- le changement du signal pendant le temps de mesures (entre ty et t)
devrait étre significatif, soit AAbs < 0,03 sur 20 minutes

(communication personnelle, Jean Duchaine, IRIC plateforme de

criblage a haut débit).

La condition principale dans la détermination des conditions réactionnelles
est la concentration de substrat et de cofacteur : leurs concentrations ne devraient
pas étre saturées pour permettre d’identifier plus d’inhibiteurs faibles possibles. La
concentration de substrat [S], est saturante si [S] > Ky. Donc, la concentration de
substrat devrait étre dans un intervalle : 1 x Ky < [S] < 10 x Ky. En sachant que
I’intensité du signal dépend de la quantité de substrat et de cofacteur, la diminution
de leurs concentrations affaiblit le signal enregistré, ce dernier, a son tour, affecte la
qualité des données. Dans ce cas, notre but était de déterminer les concentrations de
substrat et de cofacteur, avec lesquelles un signal fiable peut étre obtenu tout en

demeurant a des concentrations sous-saturantes.

L’autre paramétre important est la concentration d’enzyme afin que la
vitesse initiale puisse étre aisément mesurée, soit entre 1 et 20 minutes, selon le
type d’instrumentation utilisé. Comme les tests seront effectués en plaques de 96
puits, le temps de mélange des composés réactionnels sur toute la plaque fait de

sorte que la premiere mesure (Ty) sera prise apreés environ 1 ou 2 minutes; il est
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essentiel que moins de 5% de la réaction ait eu lieu au cours de cette période, sinon
la pente de vitesse mesurée sera plus faible (car [S] < [So]) ce qui peut ressembler a

I’action d’un inhibiteur.

La concentration optimale de DHF a laquelle on peut obtenir un signal élevé
en utilisant une concentration de substrat faible, a été définie expérimentalement :
25 uM, ce qui correspond a ~3 x Ky™™''; la concentration du NADPH est de 15 uM
(~10 x Kyu"“P™M). Aussi, nous avons déterminé a 75 nM la concentration de
I’enzyme DHFR R67 dans I’essai, concentration qui fourni un changement de
signal linéaire; le changement d’absorbance obtenu dans ces conditions correspond
a 0,03 pendant 20 minutes. Nous avons obtenu ces résultats en faisant des essais en
triplicata sur une lectrice a plaque FLUOstar OPTIMA. Nous avons évalué la

reproductibilité des essais sous les conditions déterminées a 1’aide de facteur Z'.

Le facteur Z' est une caractéristique statistique de tout essai. C’est le
parameétre le plus couramment utilisé pour contrdler la qualité d'un essai et pour
suivre la performance du test au cours d’un criblage a haut débit [120]. La valeur du

facteur Z' est calculée selon I’Equation 2.3 :

y (360+ + 360-)
Equation 2.3. Z'=1-—"""
e+ — W

O+ , 0. sont les écart-types de I’échantillon et du controle négatif (blanc),

respectivement;

Re+ , Me- sont les valeurs moyennes de 1’échantillon et du contrdle négatif (blanc),

respectivement.
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Plus la valeur du facteur Z' d'un dosage est élevée, plus la qualité des
données de l'essai pour le criblage a haut débit est bonne. L’interprétation des

valeurs du facteur Z' selon Zhang et al. [120], est la suivante. Si Z' est égal a :

- 1: D’essai idéal (les écart-types égalent zéro, ou la gamme dynamique,
représentée comme le rapport du signal mesurable maximal
(I’échantillon) sur le signal mesurable minimal (blanc), tend vers

I’infini);

- 1 >27Z">0,5: les essais sont excellents (la zone de séparation entre

I’échantillon et le blanc est grande);

- 0,5>7Z">0: les essais ne sont pas fiables (la zone de séparation entre

I’échantillon et le blanc est petite);

- 0: les essais de type “oui ou non” (il n’y pas de zone de séparation, la
variation du signal de I’échantillon et la variation du signal du blanc se

rencontrent);

- < 0: le criblage est pratiquement impossible (il n’y pas de zone de
séparation, la variation du signal de 1’échantillon et la variation du signal

du blanc se recouvrent).

Pendant 1’évaluation du facteur Z' des conditions pour le criblage sur
lectrice a plaques FLUOstar OPTIMA, nous avons eu des difficultés avec la
reproductibilité¢ de lecture du signal; la valeur de facteur Z' n’était pas assez bonne
et les données non fiables (Tableau 2.1). Nous avons donc testé plusieurs lectrices a
plaques sous les mémes conditions pour déterminer si un autre appareil peut offrir

une lecture plus fiable du méme signal faible.

Les deux lectrices a plaques de la compagnie BMG, soient le FLUOstar et
POLARstar OPTIMA, ont donné un facteur Z' inférieur a 0, ce qui indique
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I’impossibilité de la réalisation du criblage a haut débit sur ces deux appareils. Par
contre, le méme test effectué sur la lectrice a plaques de plus vieille génération,
HTS 7000 Bio Assay Reader, a obtenu un meilleur facteur Z' (Tableau 2.1, Figure
2.5). Deux autres lectrices plus modernes, I’Infinite M 200 et le DTX 800, ont aussi
confirmé la possibilité d’utilisation des conditions définies pour le criblage : les

facteurs Z' sont dans I’intervalle de 1 4 0,5 pour les deux.

Tableau 2.1. Evaluation de la performance du test* sur différents appareils.

Compagnie Marque d’appareil Facteur Z' Interprétation

Criblage pratiquement

BMG FLUOstar OPTIMA * <0 _ )
impossible
b Criblage pratiquement
BMG POLARstar OPTIMA <0 _ )
impossible
Perkin Elmer HTS 7000 Bio Assay Reader ° 0,8 Essais excellents
Tecan Infinite M 200 ¢ 0,9 Essais excellents
Beckman )
DTX 800 * 0,6 Essais excellents
Coulter

* Les conditions déterminées en triplicata sur la lectrice a plaques FLUOstar
OPTIMA, ont été testées a grande échelle (48 blancs, 48 échantillons dans une
plaque de 96-puits) sur les différents appareils. Conditions : 15 pM NADPH, 25
pM DHF en tampon phosphate 50 mM pH 7,0; la réaction est démarrée avec 1’ajout
de ’enzyme DHFR R67, 75 nM dans I’essai; volume total 200 pL.

Les appareils appartiennent a: * laboratoire Dr. J.N. Pelletier;  plateforme de
criblage de I’IRIC; € laboratoire Dr. J.W. Keillor; ® laboratoire Dr. K.J. Wilkinson.
43



96

wmmmw—%%mw%%%

MMMMMM%HWMM—M

o

MMMMM%WMMM%M

X

MMMMW%MWWMMW

B R B

o e e J0 e J0 s e e I e JC e JC e JCn J =]
= T 1 = .=

‘ \\_\_\ At - e ‘_‘_ .\\'-,._ I\\\_H . "\,‘__H
== — - — =S| e

‘ |\.\‘_ i S _ . S - | e |\\ ~
— — e —  —— — — |

‘ ‘\'-;_‘ \\\M‘ .\\.\ . \‘1\‘ x \"-\_\ |“"'x‘ .
ENENENENEN N
. N B ¥ I N T l\\ T l\_\
BNENENEYNENEN
pu— — — — —[ o

[— — | — ] ] ] — | — |
ENENENENENEN

Figure 2.5. Images du signal des tests de facteur Z'.

Résultats obtenus sur FLUOstar OPTIMA (A) et sur HTS 7000 Bio Assay Reader

(B). Les colonnes impaires correspondent au controle négatif (blanc); les colonnes

paires correspondent au controle positif (échantillon). L’axe horizontal représente le

temps, et 1’axe vertical I’absorbance; 1’échelle est comparable pour A et B.
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2.1.3. Conclusion

Optimisation de la purification : Les changements apportés a la purification
de la DHFR R67 par FPLC sur la colonne pré-chargée de Ni- NTA Sépharose, tel
qu’'un plateau de gradient de 8% et ensuite I’élution immédiate, nous permet
d’enlever des impuretés additionnelles et d’obtenir un extrait concentré¢ de la
protéine. Une purification supplémentaire des fractions moins pures par
chromatographie d’exclusion stérique permet d’obtenir une protéine de haute
qualité pour les essais. Le rendement a ét¢ amélioré de 10,5 mg a 63 mg de protéine

en total avec une pureté de >95%.

Verification de la qualité des essais : Nous avons déterminé les conditions
des essais enzymatiques pour la DHFR R67, sur lesquelles le criblage des
inhibiteurs peut étre basé. L’évaluation de la qualité des essais, le facteur Z', a été
effectué sur plusieurs appareils. Selon des données obtenues, le dépistage des
inhibiteurs sur la plateforme de criblage a haut débit de I’IRIC n’est pas possible,
car la lecture du signal faible, raisonnable dans les conditions déterminées, est
limité par la capacité de la lectrice a plaques POLARstar OPTIMA. Ainsi, les
120 000 composés de la librairie disponible a I’'IRIC ne peuvent pas étre testés
contre la DHFR R67. Donc, nous nous sommes tournés vers un criblage rationnel.
Pour les tests des inhibiteurs, nous avons utilisé la lectrice a plaques DTX 800, de

la compagnie Beckman Coulter.
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2.2. Identification de systémes de co-solvants pour le

criblage

La DHFR est une enzyme soluble dans 1’eau, ainsi que le sont le substrat et
le cofacteur, de telle sorte que la réduction de DHF en THFA catalysée par la
DHEFR s’effectue en milieu aqueu. De plus, pour ’activité catalytique de la DHFR
R67 la protonation du substrat est trés importante, donc elle dépend du pH [36] de

sorte que la présence de 1’eau joue un rdle important dans la catalyse.

Par contre, les petites molécules organiques, proposées comme les
molécules primaires pour étre testées en tant qu’inhibiteurs, sont trés peu solubles
dans 1’eau. Donc, il est nécessaire d’utiliser un co-solvant qui va permettre de
solubiliser des molécules hydrophobes en milieu aqueux. Le co-solvant pour les
tests d’inhibiteurs devrait étre miscible avec I’eau et, comme il était mentionné
précédemment, ne pas affecter 1’activité de ’enzyme. En pratique, il est rare que
ces trois parametres soient parfaitement satisfaits. Donc, il faut trouver 1’équilibre

optimal entre ces trois parameétres qui nous permettra d’obtenir des résultats fiables.

Pour identifier le co-solvant approprié, 1’influence de différents solvants
organiques et LIs sur I’activité enzymatique de la DHFR R67 et de la DHFRh a été
¢tudiée. Malgré que les deux DHFRs catalysent la méme réaction, le deux
possédent une structure différente et I’impact d’un solvant sur une enzyme ne sera

pas prédictif de son I’influence sur 1’autre.
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2.2.1. Les solvants organiques

Les solvants organiques choisis sont miscibles avec 1’eau et sont des
solvants polaires. Ce sont des solvants communément utilisés dans la biocatalyse
[121, 122]. Cinq solvants organiques ont ¢été testés: le méthanol (MeOH),
I’acétonitrile (ACN), le tétrahydrofurane (THF), le diméthyle formamide (DMF) et
le diméthylsulfoxyde (DMSO). Les concentrations testées varient de 0 a 25%.

Dans le cas de la DHFR R67, I’augmentation des concentrations de chacun
des co-solvants testés a entrainé une diminution progressive du taux initial de la
réaction (Figure 2.6). Bien que le DMSO ait été le moins perturbateur en égard de
l'activit¢ de la DHFR R67 a 5% de co-solvant (85% d'activité restante,
comparativement a = 55% pour tous les autres), une augmentation a 10% de DMSO
a entrainé une baisse importante de l'activité (30% d’activité résiduelle). A des
concentrations élevées de co-solvant, le THF était le moins perturbateur, ou 40%,
35% et 30% de lDactivité est demeurée a 15%, 20% et 25% de THF,
respectivement. Ces résultats montrent que les co-solvants organiques testés
affectent négativement ’activité enzymatique de la DHFR R67. L’utilisation d’un
ou l’autre des solvants pour le criblage d’inhibiteurs dépendra du pourcentage
nécessaire de co-solvant pour la réalisation du test. A 5% de co-solvant dans le
milieu réactionnel, le meilleur candidat pour les futures analyses est le DMSO. A
10% de co-solvant, les solvants qui ont moins d’impact sur 1’activité de la DHFR
R67 sont le MeOH et I’ACN; les trois autres solvants, le THF, le DMF et le
DMSO, affectent la DHFR R67 moins fortement que les deux premiers et ils ont a
peu pres le méme niveau d’impact que le MeOH et I’ACN a 15%.
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Figure 2.6. Influence des solvants organiques sur ’activité des DHFRs.

La pente initiale de la réaction standard (sous conditions saturantes en réactifs)
catalysée par la DHFR R67 (A) et la DHFRh (B) en présence des co-solvants
organiques : MeOH (m); ACN (3); THF (®); DMF (O); DMSO (B®). L’activité
enzymatique en absence de co-solvant a été prise comme valeur de référence. Les
données représentent la moyenne de 3 séries de mesures en triplicata, et les barres

d’erreur représentent 1’écart-type.
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Dans le cas de la DHFRh, une perte d’activité¢ similaire a été observée
lorsque le MeOH, le THF ou le DMSO ont été utilisés comme co-solvants.
Toutefois, le DMF et, dans une mesure encore plus prononcée, ’ACN, se sont
démarqués. En effet, la présence de 5-15% d’ACN a entrainé une augmentation de
I’activit¢ DHFRh de 4 fois, passant a une augmentation de 3 fois a 20% d’ACN,
alors qu’a 25% une baisse de l’activité a environ 70% de I’activité initiale est
observée. L’addition de 5-20% de DMF n’a pas affecté significativement I’activité
de la DHFRAh, par contre 25% de DMF réduit 1’activité enzymatique a 10%. Les
résultats obtenus montrent que le meilleur co-solvant pour la DHFRh est ’ACN : a
5-20% de co-solvant ’activité n’a pas diminuée mais augmentée. Le DMF a aussi
montré un bon potentiel, car I’activité enzymatique n’a presque pas été affectée a la
méme gamme de concentrations de co-solvant. Ces deux solvants ont la priorité par

rapport aux autres.

Un autre facteur déterminant dans le choix d’un co-solvant est la solubilité
des composés qui seront testés lors du dépistage d’inhibiteurs. En émettant
I’hypothése que les molécules “simples” qui seront criblées dans une approche de
découverte par fragments, se lieront faiblement a leur cible, leur influence sur
I’activité enzymatique sera également faible si testées a de faibles concentrations (<
uM). Donc, pour amplifier ’impact d’un inhibiteur faible sur I’enzyme, il est
nécessaire d’effectuer les essais enzymatiques a une haute concentration du
composé, d’ordre mM. De plus, la concentration de la solution mére du composé
doit étre a plus haute concentration, car cette solution va étre diluée dans le
mélange réactionnel. C’est pourquoi la solubilité des composés a tester devient un
facteur important. La vérification de la solubilit¢ des composés choisis pour le
criblage (Annexe 2; vide infra) a révélé la grande capacité de 5% de DMSO de
solubiliser des composés a ces concentrations mM, tel que requis pour les solutions
meres. L’ACN a offert une solubilisation égale ou moins bonne a celle de DMSO,

sauf que nous n’avons pas réussi a solubiliser tous les composés dans ’ACN. Le
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MeOH, le THF et le DMF n’ont pas offert une solubilisation des composés

suffisante.

Cependant, 10% de DMSO a entrainé une perte de > 70% de ’activité pour
la DHFR R67 ainsi que pour la DHFRh. En conséquence, nous avons cherché a
identifier d’autres co-solvants qui ont moins d’impact sur I’activité enzymatique

tout en dissolvant efficacement les composés a tester.

2.2.2. Les liquides ioniques

Les liquides ioniques (LIs) les plus étudiés dans la biocatalyse, au niveau
des oxydoréductases, sont des LIs basés sur I’imidazolium. Le cation peut étre le
butyleméthyleimidazolium (BMIm) ou I’éthyleméthyleimidazolium (EMIm), avec
une plus grande diversité pour le contre-anion qui comprend PF¢, BF4, MeSO4 et
NTf, [95, 97, 100]. Cependant, a notre connaissance, aucune ¢tude n'a rapporté
l'effet de LIs sur les DHFRs. Dans le cadre de ce projet, nous avons étudié
I’influence sur l'activité de la DHFR R67 et de la DHFRh par deux LIs miscibles
avec I’eau, le [BMIm][OctSO4] et le [BMIm][BF,], et un LI non miscible avec
I’eau, le [BMIm][PFs] (Figure 2.7).
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Figure 2.7. Structures des LIs étudiés.

(A) Le tétrafluoroborate de 1-butyle-3-méthyleimidazolium, [BMIm][BF4];
(B) I’octylesulfate de 1-butyle-3-méthyleimidazolium, [BMIm][OctSO4];
(C) I’hexafluorophosphate de 1-butyle-3-méthyleimidazolium, [BMIm][PF].

L’activit¢ de la DHFR R67 a diminué progressivement avec des
concentrations croissantes de [BMIm][OctSO4] (Figure 2.8, A). A 10% et 40% de
[BMIm][OctSO4] il restait 75% et 50% de [l'activit¢ de la DHFR R67,
respectivement. En revanche, la DHFRh a perdu toute activité, méme a la plus
faible concentration de [BMIm][OctSO4] testée (5%). La modification du contre-
anion pour obtenir le [BMIm][BF4] a produit des résultats tres différents: a 5% et
10% de [BMIm][BF4], la DHFRh était pleinement active, tandis que la DHFR R67
a perdu 35% et 80% d’activité, respectivement (Figure 2.8, B). Les essais a des
concentrations plus ¢levées de [BMIm][BFs;] ont été limités a cause de
I’augmentation de 1’acidité de la solution [101]; il est particulieérement important de
travailler au-dessus de pH 6 pour le maintien de la structure quaternaire de la

DHFR R67 [36], et pour la stabilité¢ du substrat.
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Figure 2.8. Influence des LIs miscibles avec I’eau sur I’activité des DHFRs.

La pente initiale de la réaction standard catalysée par la DHFR R67 (O) et la
DHFRh (®) en présence des LIs miscibles avec I’eau : le [BMIm][OctSQOq4], (A) et
le [BMIm][BF4], (B). L’activité enzymatique en absence de co-solvant a été prise
comme valeur de référence. Les données représentent la moyenne de 3 séries de

mesures en triplicata, et les barres d’erreur représentent 1’écart-type.
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Environ 90% d'inactivation de la DHFR R67 et de la DHFRh a été observée
a 10% et 20% de [BMIm][BF4] respectivement. Ainsi, les systémes de co-solvant
avec la plus grande activité de I’enzyme sont 10% de [BMIm][OctSO4] pour la
DHFR R67 et 10% de [BMIm][BF4], ACN ou DMF pour la DHFRh.

L’objectif d’utilisation d’un co-solvant non miscible avec 1’eau est de
fournir une phase non-aqueuse ayant un meilleur potentiel de dissolution de
composés a tester en tant qu’inhibiteurs. Cependant, I'utilisation de solvants
organiques non-miscibles avec 1’eau a tendance a entrainer une dénaturation des
enzymes a l’interface. Afin de vérifier la robustesse des DHFRs sous ces
conditions, nous nous sommes tournés vers un LI non-miscible avec 1’eau, le
[BMIm][PF¢], pour les essais. L’activité enzymatique des deux DHFRs a augmenté

proportionnellement aux concentrations de [BMIm][PF¢] (Figure 2.9, A).
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Figure 2.9. Influence d’un LI non-miscible avec I’eau sur I’activité des DHFRs.

(A) La pente initiale de la réaction standard catalysée par la DHFR R67 (D) et la
DHFRh (®m) en présence d’un LI non-miscible avec I’eau, le [BMIm][PFg].
L’activité enzymatique en absence de co-solvant a été prise comme valeur de
référence. (B) L’effet de 1’augmentation des concentrations de composés
réactionnels (DHF, NADPH et DHFR) sur I’activité enzymatique de la DHFR R67
(A) et de la DHFRh (m). Le facteur de concentration de 1,0; 1,1; 1,3; 1,7; 2,5 et 5,0
est relatif aux conditions de la réaction standard et mime les volumes aqueux a 0,
10, 20, 40, 60 et 80% de [BMIm][PFs], respectivement. Les données représentent la
moyenne de 3 séries de mesures en triplicata, et les barres d’erreur représentent
I’écart-type.
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En effet, a 70 et 80% de [BMIm][PFs], I’activité relative des deux enzymes
a ¢était de > 200%. Au cours de ces expériences, la quantité de réactifs, DHF,
NADPH et DHFR, a ¢été maintenue constante, tandis que les variables étaient les
volumes de LI et du tampon aqueux (avec un volume final constant). Il est donc
possible que I’enzyme et les réactifs deviennent progressivement plus concentrés
dans la phase aqueuse lorsque le volume de cette phase diminue, si la solubilisation
du composé est faible dans le volume croissant de LI. Pour vérifier cette possibilité,
les concentrations du substrat, de cofacteur et d’enzyme ont été¢ recalculées
seulement en fonction du volume de la phase aqueuse, pour 0, 10, 20, 40, 60 et 80%
de [BMIm][PF¢]. Par exemple, a 80% de LI, le volume de la phase aqueuse (20%)
est cinq fois plus petit qu’en absence de LI. Si tout le substrat DHF est partitionné
dans la phase aqueuse, il sera donc 5 fois plus concentré. Nous avons ensuite
appliqué les nouvelles concentrations a de simples tests d’activité enzymatique (en
absence de LI). Comme prévu, Dactivité enzymatique augmente avec Ila
concentration croissante des enzymes et réactifs (Figure 2.9, B). Toutefois,
I’augmentation a ¢été nettement supérieure a celle observée en présence de
[BMIm][PFs] (Figure 2.9, A), pour atteindre 600-700% du contrdle sous les
conditions imitant 80% de [BMIm][PF¢] ou I’activité atteignit 42% et 33% du
contrdle de la DHFR R67 et de la DHFRh respectivement. Il s’ensuit que
I’augmentation de I’activité observée a des concentrations €levées de [BMIm][PF]
est moindre que prévue en raison de la concentration accrue de 1’enzyme et des
réactifs. Nous émettons I’hypothése qu'au moins certaines des composantes de la
réaction se partitionnent dans la phase LI ou ils ne réagissent pas, ou peu. Bien que
les deux DHFRs sont solubles dans I’eau, 1’étendue de leur répartition dans la phase
LI est inconnue. Nous avons analysé la quantit¢ de DHFR R67 dans la phase
aqueuse avant et apres incubation avec 80% de [BMIm][PFs] par électrophorese
SDS-PAGE (Figure 2.10). Environ 60% de la DHFR R67 demeure dans la phase
aqueuse apres 1’incubation, ce qui suggere qu’au moins une partie de la diminution

de Dactivité enzymatique dans le [BMIm][PF¢] est due a la diminution de la
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concentration d’enzyme dans la phase aqueuse. Néanmoins, il convient de noter
que l’activité¢ des deux DHFRs n’est pas significativement affectée par 10-20%
[BMIm][PFs] (méme en tenant compte du changement de volume aqueux), ce qui
en fait un autre systéme potentiel de co-solvant, compatible avec l'activité des deux

DHFRs.

Figure 2.10. SDS-PAGE de la DHFR R67 aprés I’incubation avec le LI
[BMIm][PF].

Electrophorése par SDS-PAGE tricine de la phase aqueuse avec la DHFR R67
avant et apres incubation pendant 15 min avec 80% de [BMIm][PFs]. Les
colonnes : 1, marqueur de masse moléculaire (la masse en kDa est indiquée sur le
coté gauche); 2 et 4-10, les échantillons-contréles avec des pourcentages de DHFR
R67 différents : 100, 95, 81, 80, 77, 71, 50 et 37% respectivement, par rapport aux
4 pg d’origine (analysé par logiciel Scion Image, Scion Corporation); 3, la phase
aqueuse apres incubation avec le LI; ~60% de la protéine est restée dans la phase

aqueuse.
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Nous avons ensuite vérifié la capacit¢ des LIs a solubiliser les
concentrations mM de composés a tester en tant qu’inhibiteurs potentiels de la
DHFR R67. A cet égard, ’utilisation d'un systtme & deux phases utilisant le
[BMIm][PFs] pose un probléme car nous ne pouvons pas prédire comment chaque
composé sera partitionné. Pour cette raison, nous n’avons pas favorisé 1'utilisation
du [BMIm][PF¢]. Toutefois, 10% de [BMIm][OctSO4] s’est avéré plus efficace
pour solubiliser certains composés que 10% de DMSO. Par contre, le [BMIm][BF4]
n’a pas eu beaucoup de succes en tant que solvant. Il ne peut pas étre utilisé dans
les essais avec la DHFRh, malgré ses propriétés avantageuses par rapport a la

conservation de son activité enzymatique.

Dans le cadre de ce projet nous avons déterminé que les DHFRs sont actives
en présence de certains LIs. Nous avons noté la diminution de ’activité¢ de deux
DHFRs suite a une courte exposition a des concentrations élevées de Lls.
L’influence des LIs sur la stabilit¢ des DHFRs a long terme n’est pas encore
connue. Il est important d’étudier le comportement de ces deux enzymes en
fonction des LIs pour savoir si les LIs peuvent avoir une autre application, tel
qu’une solution pour conserver 1’enzyme a long terme. Puisque la DHFRh et la
DHFR R67 sont toutes deux importantes au niveau de leur impact sur la santé
humaine, des applications de ses enzymes en biodétection sont envisagées ou leur
stabilisation sera essentielle. Afin de comparer I’influence des LIs avec celle de
solvants organiques, nous avons choisi le DMSO, puisque celui-ci offre la
meilleure solubilité des composés a cribler. Les concentrations de co-solvants ont
¢été choisies selon les tests d’activité : nous devons conserver un rapport raisonnable
entre la concentration du co-solvant, la plus élevée possible, et D’activité
enzymatique restante (au moins autour de 50%) en présence du co-solvant (Figure

2.6, Figure 2.8).

Afin de tester la stabilité¢ a plus long terme, les enzymes, la DHFR R67 et la
DHFRh ont été incubées avec les LIs et le DMSO; I’activité enzymatique a été
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testée périodiquement pendent 96 heures d’incubation. Les tampons utilisés pour la
majorité des essais sont le phosphate de potassium 50 mM pH 7,0 et le Tris-Cl
50mM pH 7,6 pour la DHFR R67 et la DHFRh, respectivement. Les essais de la
DHFR R67 avec le [BMIm][BF4] ont été faits dans le tampon Tris-Cl 50 mM pH
7,0 a cause de la formation d’un précipité lorsque la protéine est ajoutée a ce LI.
(Par contre, en mélangeant la méme quantit¢ de [BMIm][BF4] avec le tampon
phosphate sans protéine, aucune précipitation a ¢été observée.) Pour les deux
DHFRs, les controles dans le tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,0 et le

tampon Tris-Cl (méme concentration et pH) sont comparables.

La stabilit¢é des DHFRs dans les échantillons du contrdle (dans le tampon)
est différente entre 1’enzyme bactérienne, DHFR R67, et I’enzyme humaine,
DHFRh : I’activité enzymatique de la DHFR R67 est conservée plus longtemps
(Figure 2.11). L’activité de la DHFR R67 n’est pas significativement affectée ni par
10% de DMSO, par 50% de [BMIm][PF¢], ni par 5% de [BMIm][BF4] méme apres
3 jours a température et pression normale (TPN) (Figure 2.11 A). De plus, aprés 7
jours d’incubation en DMSO ou en LI non-miscible avec I’eau, le [BMIm][PF¢], la
DHFR R67 garde la méme activité enzymatique que le contréle. Dans 1’échantillon
avec le [BMIm][BF4], il reste environ 75% d’activité apres 7 jours. L’échantillon
avec 50% de [BMIm][OctSO4] a montré une grande influence du LI sur la stabilité
de la DHFR R67 : apres 4 et 24 heures d’incubation, I’enzyme a perdu 50 et 85%
de I’activité initiale, respectivement. Ces tests ont confirmé 1’inactivation continue
de I’enzyme par [BMIm][OctSOy]. 1l convient de noter la grande capacité de la
DHFR R67 a conserver son activit¢ pendant plusieurs jours consécutifs sous

plusieurs conditions, ce qui n’est pas le cas pour la DHFRh (Figure 2.11, B).
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Figure 2.11. Stabilité des DHFRs en présence de co-solvants.

La pente initiale de la DHFR R67 (A) et la DHFRh (B) aprés incubation des
enzymes en présence de co-solvants : 10% DMSO (©), 50% [BMIm][PF¢] (»), 50%
[BMIm][OctSO4] (©), 5% [BMIm][BF4] (@) et le contréle (tampon phosphate 50
mM pH 7,0) (W). Les données représentent la moyenne de triplicata, et les barres

d’erreur représentent 1’écart-type.

La stabilité¢ de la DHFRh a TPN est plus faible que celle de la DHFR R67,
méme en absence des co-solvants. L’enzyme perd 20%, 50 % et 90 % de son
activité apres 24, 48 et 72 heures respectivement. Les mesures d’activité des
échantillons avec le DMSO et le [BMIm][PF¢] montrent une diminution d’activité
par rapport au controle : 6% et 12% apres 4 heures d’incubation et 12% et 22%
aprés 24 heures, respectivement. Aprés 48 heures d’incubation de la DHFRh en
présence des co-solvants, 1’activité de 1’enzyme dans ces deux échantillons ne

différe pas significativement de celle du contrdle : 6% plus haute dans le cas de
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DMSO et 4% plus basse pour le [BMIm][PFs]. Les observations suivantes ont
montré que la DHFRh dans 1’échantillon avec 10% de DMSO garde son activité
plus longtemps et elle est environ 45% plus active que le contrdle pour les mesures
apres 72 et 96 heures. L’influence du co-solvant non-miscible, le [BMIm][PFs], sur
I’enzyme montre la méme tendance que le DMSO, sauf que la DHFRh est a peu
pres 20% moins active. Ces deux co-solvants diminuent I’activité enzymatique au
début de I’incubation par rapport au contrdle, mais apres 48 heures les changements
d’activité sont moins marqués (en comparaison avec le contrdle), ce qui permet de
garder ’enzyme active plus longtemps. La présence du [BMIm][BF4] dans la
solution avec I’enzyme a un impact négatif plus fort sur la stabilit¢ de la DHFRh
que les deux autres co-solvants. L’enzyme perd son activité trés rapidement : 66%,
34% et 12% d’activité restante apres 1, 4 et 24 heures d’incubation, respectivement.
Donc, ce LIs n’est pas un co-solvant approprié pour la conservation de la DHFRh a

long terme.

Pendant le test de stabilité des DHFRs dans différents co-solvants, nous
avons remarqué une observation importante liée a la conservation de 1’enzyme
aprés sa purification. La protéine purifiée est quantifiée et conservée a —80 °C en
aliquots. Avant chaque expérience, ’activité spécifique enzymatique apres
décongélation est vérifiée. Pour la DHFRh provenant d’une méme préparation
d’enzyme, la stabilit¢ a long terme diminue de fagon proportionnelle au temps de
conservation de I’aliquot a —20 °C (Figure 2.12), malgré que I’activité spécifique
initiale de ’enzyme apreés décongélation ne varie que de 10%. La différence en
stabilité entre les aliquots conservés pendant soit 2 ou 3 mois devient significative,
~55%, moins stable pour un test de stabilité¢ sur 48 heures a TPN. Aprés 10 mois de
conservation a —20 °C, la stabilité de I’enzyme apres seulement 4 heurs a TPN
chute a ~40%. Plus I’enzyme est fraichement isolée, plus elle reste active
longtemps a TPN. Ceci indique de ne pas utiliser la DHFRh conservée pendant plus

de 2 mois a —20 °C pour les essais a long terme.
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Figure 2.12. Stabilité de la DHFRh.

La pente initiale de la DHFRh en fonction du temps passé a TPN. Les mesures sont
prises a différentes périodes apres la purification, soit apres : 2 mois (@), 3 mois (m)

et 10 mois (A).

Cependant, aucune influence de la durée de la conservation a —20 °C sur

I’activité de la DHFR R67 ne fut pas observée (résultats non présentés).
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2.2.3. Conclusion

Solvant approprié pour le criblage : L’activité enzymatique de la DHFR
R67 a été influencée négativement par les solvants organiques. Les LlIs, en méme
concentrations que les solvants organiques, perturbent moins 1’activité de la DHFR
R67. Pourtant, le haut colt et la disponibilité réduite des LIs en limitent I’acces
envers une application telle le criblage. Pour la DHFRh, le meilleur solvant
organique est I’ACN ou le DMF; les LIs n’ont pas donné de meilleurs résultats que
ces deux solvants organiques. Cependant, le meilleur solvant pour la solubilisation
des composés pour criblage d’inhibiteurs était le DMSO et dans certains cas
I’ACN. Selon ces résultats, nous avons effectu¢ le criblage de la DHFR R67 en
présence de 5% ou 10% DMSO ou en présence de 10% de [BMIm][OctSOy4], selon
la solubilité des composés. Les tests avec la DHFRh furent effectués en présence de

20-25% d’ACN ou de 5% de DMSO selon la solubilité des composés.

L’influence d’un LI non-miscible avec 1’eau, le [BMIm][PFs], sur les deux
enzymes a ét¢ étudiée. Nous avons déterminé que 10-20% de ce LI n’affecte pas
I’activité enzymatique des deux DHFRs. Par contre, aux concentrations élevées,
soit plus de 50% de [BMIm][PFs], une diminution de I’activité est observée due au
moins en partie a la diminution de la concentration de la protéine dans la phase

aqueuse.

Stabilitée des enzymes : La stabilit¢ des DHFRs a plus long terme en
présence de LIs a été étudiée. La stabilit¢ de la DHFR R67 a été affectée
négativement par le [BMIm][OctSO4], plus que par le [BMIm][PFs] et
[BMIm][BF,4] pendant le période de 7 jours. Il faut noter que les tests d’activité qui
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seront entrepris pour le criblage d’inhibiteurs ne durent que 6-10 min et que la
pente initiale est généralement calculée sur les premicres 2 & 4 minutes de la

réaction.

La DHFR R67 est beaucoup plus stable que la DHFRh; nous avons révélé la
dépendance proportionnelle de la stabilité de la DHFRh en fonction du temps de
conservation a —20 °C de I’enzyme, ce qui introduit certaines limitations dans
I’application de la DHFRh pour les essais a long terme. Toutefois, la stabilité de la
DHFR R67 dans différents milieux démontre que cette enzyme est suffisamment
robuste pour envisager son développement comme un biocatalyseur potentiel pour

la synthese organique.
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2.3. Criblage pour la découverte d’inhibiteurs de la

DHFR R67

L’intention initiale dans la recherche d’inhibiteurs contre la DHFR R67 était
le criblage a haut débit de 120 000 composés constituant les librairies disponibles
pour le criblage sur la plateforme de criblage a I'IRIC. Cependant, pendant la
détermination des conditions appropriées pour le criblage, nous avons révélé
I’impossibilité de réaliser le criblage dans les conditions requises pour cette enzyme
a cause de la limite de détection de la lectrice a plaques de la plateforme de I’'IRIC.
Donc, nous nous sommes tournés vers un criblage rationnel, basé sur la
ressemblance avec le substrat DHF, nous permettant d’utiliser une lectrice a
plaques offrant une limite de détection compatible avec les conditions

expérimentales requises.

Selon les résultats de 1’activité enzymatique et en tenant compte de la
solubilisation des composés d’essai, les conditions préférées pour le criblage
d’inhibiteur sont, pour la DHFR R67: 10% de [BMIm][OctSO4] ou 5-10% de
DMSO et pour la DHFRh: 10-20% d’ACN ou 5-10% de DMSO. Le choix des
composés pour le criblage d’inhibiteurs potentiels a été basé sur la similarité

structurelle avec le substrat et le cofacteur [43, 48].
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2.3.1. Les petites molécules

Comme il a été mentionné dans la section 1.2.1, I’approche de design d’une
drogue a partir de fragments (“Fragment Based Drug Design”) permet de construire
un composé fonctionnel (I’inhibiteur dans notre cas) avec une bonne affinité pour la
protéine a partir de petites molécules avec une faible affinité. Le choix de petites
molécules a tester a été basé sur la ressemblance des caractéristiques stériques ou
des fonctions électroniques du groupe ptéroyle du substrat DHF ou de ’anneau
nicotinamide du cofacteur NADPH (Figure 2.13). Trente-trois composés ont été
retenus apreés I’analyse manuelle de 3 850 composés disponibles dans liste des
composés des laboratoires Pr. J.W. Keillor et Pr. W.D. Lubell. La liste des
composés choisis, avec des structures, est disponible en Annexe 2. Puis, nous avons
¢laboré la méthode de criblage de ceux-ci sur la station de pipetage automatisé
(Beckman Biomek) liée a une lectrice a plaques DTX 800 selon les conditions
déterminées au chapitre 2.1.2. Les conditions et le protocole du criblage sont en
partie expérimentale et en Annexe 3. Afin de vérifier la sélectivité de composés
identifiés comme étant des inhibiteurs de la DHFR R67, ils seront ensuite testés sur
I’activit¢ enzymatique de la DHFRh en utilisant les mémes concentrations de

substrat DHF et d’inhibiteur.

Comme les composés sont simples, 1’inhibition forte n’a pas été prévue. Par
conséquent, ils ont été testés pour ’inhibition a des concentrations mM. Pendant
I’expérience, les composés dissous dans le co-solvant sont ajoutés dans le mélange
réactionnel consistant du tampon, du substrat et du cofacteur. La réaction est

démarrée par I’ajout de I’enzyme. La Figure 2.13 illustre les composés 1 — 9, qui
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ont fourni de I’inhibition de la DHFR R67. Les composés 7 et 9 ont montré une
inhibition non sélective car ils inhibent la DHFRh a un degré similaire (Tableau
2.2). Les composés 1 — 6 et 8 ont inhibé la DHFR R67 sélectivement, bien que
faiblement, ou le composé 5 a eu Dl’effet le plus faible. Il est a noter que les
composés contenant les acides carboxyliques semblaient généralement augmenter
’activité de la DHFR R67. C’est probablement le résultat d’une légere acidification

du milieu qui augmente le taux de protonation du substrat DHF [36].

Ces résultats préliminaires ont révélé les candidats potentiels pour la
création d’une molécule inhibitrice plus complexe. Nous avons déterminé les
valeurs d’ICsy pour les composés 1 — 4, 6 et 8, pour une meilleure caractérisation
fonctionnelle de ces composés (Tableau 2.3). A partir d’ICsy et de KD les
valeurs de K; ont été calculées; les constantes d’inhibitions de 1’ordre du mM

obtenues illustrent la faible affinité des composés a I’enzyme d’intérét.

Au cours de I’expérience nous avons vérifié si les données obtenues sur la
nouvelle station de pipetage automatis¢é Biomek, li¢ avec une lectrice a plaques
DTX 800, peut produire des résultats comparables a ceux obtenus selon un
protocole de pipetage manuel et de mesures du changement de 1’absorbance par
spectrophotomeétre Varian 100. Les données obtenues par les deux méthodes sont

de qualité comparable (Figure 2.14).

Les ICsy pour les composés 1 et 8 ont ét¢ déterminés en utilisant 10% de
[BMIm][OctSO4] comme co-solvant. Ces données ont été confirmées par
I’expérience faite avec 10% de DMSO : nous avons obtenu des valeurs dans les

limites d’erreur.
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Figure 2.13. Représentation structurelle des composés inhibant la DHFR R67.

(1) N-benzylidéneméthylamine; (2) N-benzylméthylamine; (3) 4-méthoxy-
benzylamine; (4) p-anisidine; (5) benzimidazole; (6) indoline; (7) pipéronylamine;
(8) phtalazinone; (9) acide 6-amino-2-naphthoique; (10) acide 2,2'-[1,5-
pentanediylbis(4-oxyphényléne)]-1-benzimidazole-5-carboxylique; (11) 4,4'-[1,2-
¢thanediyle (N,N'-diméthyle bis-nitrilo)]-bis-(N-hydroxy benzénecarboximid-
amide)); (12) acide 2'-(4,4’-(2-hydroxypropane-1,3-diyl)-bis-(oxy)-bis-(4,1-
phényléne))-bis-(1-benzimidazole-5-carboxylique); (13) acide 4,4'-[1,5-
pentanediyl-(oxy)]-bisbenzoique.
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Tableau 2.2. Inhibition de la DHFR R67 par les composés 1 — 9.

DHFR R67 DHFRh
activité relative (%) activité relative (%)
Composé 2 mM 10 mM 2 mM 10 mM
1" 91+ 16 25+ 11 98 +20 123+ 10
2 47+3 20+4 92+5 76 +2
3 43+5 6=+3 11147 87+7
4 87+2 37+8 104 +£8 87+4
57 101 £10 66+ 10 94+ 10 46+ 10
6 47+6 48 £ 6 106 + 4 87+9
7° 46 £ 4 - 105+5 34+3
8" 97 +£10 10+5 114+7 112+7
9 29 +£12 21+ 14 6+5 343

* Les composés 1, 5 et 8 ont été testés a ImM et 20 mM; P la valeur d’activité

relative a 10 mM non déterminée a cause de bruit de fond élevé.
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Tableau 2.3. ICs et K; pour les inhibiteurs sélectifs de la DHFR R67.

Composé ICsy * (mM) K; (mM)
1 6,6 +0,7 0,9+0,1
2 12+2 20+4
3 48+0,7 0,8 +0,1
4 151 2,2+0,1
6 12+2 18403
8 47+1,0 0,7+0,1

 Les valeurs d’ICsy pour les composés ont été déterminés par Graph Pad Prism 5
en utilisant 1’équation log [inhibiteur] vs réponse et les valeurs de K; par 1’équation
Cheng et Prusoff: K; = ICso /(1 + [SVKM"™) [123], en supposant le mode
d’inhibition est compétitif; Ky utilisé pour calcul était 8,2 + 0,1 uM [26]. Les
ICsy de composés 1 et 8 obtenus en présence de LI approprié comme co-solvant (10
% de [BMIm][OctSO4]) ont été confirmés en utilisant 5% de DMSO comme co-

solvant.
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Figure 2.14. Comparaison de la qualité des données.

Représentation graphique de la détermination d’ICsy du composé 1, obtenue au
moyen de : (A) la lectrice a plaques DTX 800 liée avec la station de pipetage
Biomek.; (B) le spectrophotométre Varian 100 et le pipetage manuel. Les valeurs
d’ICsy sont de 6,6 £ 0,7 mM et de 5,6 + 0,9 mM pour A et B respectivement; le

coefficient de régression est de 0,94 et 0,96 pour A et B respectivement.
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Parmi des composés inhibiteurs de la DHFR R67 (1 —9), nous avons choisi
les composés 1, 5 et 8 qui comprennent une liaison imine (Figure 2.13) pour
vérifier s’ils peuvent étre réduits par la DHFR R67 en présence NADPH, et peuvent
ainsi servir de substrats alternatifs. Ces composés ont été testés en absence du
substrat DHF en concentration de 20 mM. Aucune activité enzymatique n’a été
observée. Probablement, les interactions entre 1’enzyme et ces composés ne sont
pas formées de fagcon appropriée et la position de liaison imine du composé dans le
site actif de 1’enzyme par rapport a 1’anneau nicotinamide du cofacteur, donneur

d’hydrure, ne favorise pas le transfert et, donc, la réaction n’a pas lieu.

2.3.2. Les composés poly-hétérocycliques

La prochaine étape dans la recherche d’un composé primaire a partir de
fragments, est de tester des molécules plus complexes composées de petites
molécules avec une affinité faible. En collaboration avec le laboratoire de Pr. J.J.
Vanden Eynde, I’Université de Mons, Belgique, nous avons obtenu 8 composés
biologiquement actifs (communication personnelle, Dr. Delphine Forge, Université
de Mons, Belgique). Nous avons eu des difficultés avec leur solubilisation : 4
composés n’étaient solubles que dans le DMSO 100% donc ne sont pas appropriés
pour les essais enzymatiques. Quatre autres composés €taient solubles a 10% de
DMSO, dont 2 ¢taient solubles en 10% de LI [BMIm][OctSO4]. Ces quatre
composés solubles sont représentés a la Figure 2.13, 10 — 13. Les composés 10 et
12 posseédent des propriétés bactériostatiques, le 13 est actif contre Pneumocystis
carinii et le 11 est actif contre la tuberculose ainsi que contre divers mod¢les de

blessures neurologiques [124]. Les cycles aromatiques des substituants de ces
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composés symétriques poly-hétérocycliques, comprennent des fragments qui
ressemblent stériquement et électroniquement aux composés 1 — 5, déterminés
comme inhibiteurs faibles mais sélectifs de la DHFR R67, dont le composé 5 était
le plus faible (Tableau 2.2). En dépit de I’inhibition non sélective du composé 9, les
acides carboxyliques ont été suggérés comme une caractéristique souhaitable, car
qu’elles imitent les groupements acides du constituant glutamate du DHF ainsi que
les groupements phosphate du NADPH. Des essais préliminaires ont été effectués
utilisant 10% de DMSO comme co-solvant et 1 mM des composés 10 — 13
(Tableau 2.4), révélant que les composés 10, 12 et 13 offrent 1’inhibition sélective
de la DHFR R67. Les composés 11 [124] et 12 sont solubles dans 10% de
[BMIm][OctSOy4], permettant de répéter les tests d’inhibition sous ces conditions.
Dans le cas de composé 11, nous avons obtenu les mémes résultats que ceux
obtenus avec 10% de DMSO. Par contre, I’inhibition de la DHFR R67 par le
composé 12 était plus faible en présence de [BMIm][OctSO4], comparativement a
celle en présence de DMSO pour la méme concentration de composé. A 1 mM de
composé 12 solubilisé dans le LI, ’enzyme était a 70% de son activité initiale.
Lorsque ce composé est solubilis¢ dans le DMSO a une méme concentration, la
DHFR R67 est inhibée au complet (Annexe 4). Ceci suggere la possibilité
d’interactions inconnues entre le LI et le composé. Ces interactions pourraient

affecter son affinité a la protéine.

Le mode d’inhibition de la DHFR R67 ainsi que les K; pour le composé 13
ont été déterminés par une expérience effectuée a des concentrations variables de
substrat et d’inhibiteur selon le modéle de Dixon [125]. La Figure 2.15 montre que
le composé 13 est un inhibiteur compétitif du substrat DHF, suggérant que la
liaison de I’inhibiteur se fait dans la cavité du site actif. Il n’a pas été possible de
déterminer le mode d’inhibition par rapport au cofacteur NADPH, parce que les
données doivent étre collectées & des concentrations prés du Ky, ou le Ky 0!

faible 1,6 uM donne lieu a un signal faible, pres de bruit du fond.
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Tableau 2.4. Inhibition de la DHFR R67 et de la DHFRh par les composés 10 —

13.
Composé DHFR R67 DHFRh
activité relative®  1Csy (UM) K; (uM) activité relative”
(%) (%)
10 19+4 57+10 8,0+1,4 96 + 13
11 565 350+ 36 505 66+5
12 0,5+0,8 76 + 14 11+2 100+ 6
13 28+ 1 41+9 5,8+1,3 80+ 11

* L’activité relative de ’enzyme mesurée en présence de 1 mM du composé.

En paralléle avec I’expérience de détermination du mode d’inhibition, des
é¢tudes de modélisation moléculaire ont été effectuées par D. Bastien. L’arrimage
moléculaire a été effectu¢ en utilisant la structure cristalline de la DHFR R67
(2RK1.PDB) [43] et les composés 10 — 13, avec le logiciel Molegro Virtual Docker
4.0.0. Les résultats obtenus appuient I’hypothese de la liaison dans la cavité du site
actif, tel que suggéré par 1’observation d’inhibition compétitive. Les résultats

d’arrimage du composé 12 sont illustrés a I’Annexe 5, a titre représentatif.

La détermination les ICsg et des K (Tableau 2.4) montrent que les composés
10 — 13 offrent des constantes d’inhibition de Iordre du pM, ce qui confirme

I’efficacité de I’approche du design d’une drogue a partir de fragments. Parmi les
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quatre composés testés, 10, 12 et 13 offrent ’inhibition avec la plus forte affinité a

la DHFR R67 tout en étant sélectifs.

0,18 +

1/v (min/mg protéine/nmole)

100 50 0 50 100 150 200 250
(11 (M)

Figure 2.15. Détermination du type d’inhibition par le modéle de Dixon.

L’inhibition compétitive de la DHFR R67 par le composé 13 contre le substrat
DHF déterminée par graphique de Dixon : I'inverse de la vitesse de réduction du
DHF (1/v) en fonction de la concentration d’inhibiteur [/]. Les parameétres
expérimentaux : I’enzyme est saturée par le cofacteur, soit a une concentration ~ 30
x Ky PP les concentrations du substrat : 1 x Ky (@), 3 x Ky (00), and 30 x Ky (A);
le co-solvant utilisé pour la solubilisation de I’inhibiteur est 10% de DMSO dans un
tampon phosphate 50 mM, pH 7,0. L’intersection des droites au dessous de 1’axe [/]
corresponde a I’inhibition compétitive [125]; (voir section 4. Partie expérimentale,

détermination du mode d’inhibition).

74



2.3.3. Conclusion

Comparaison de deux systéemes pour les mesures d’activité : Les données
obtenues sur la nouvelle station de pipetage automatisée Biomek liée avec la
lectrice a plaques DTX 800 (Beckman Coulter) sont de bonne qualité. La variation
de 7 a 10% de valeurs d’écarts types obtenus, indique que les valeurs mesurées sont
fiables. Ces données sont comparables a celles obtenues sur un appareil plus précis,
le spectrophotometre suite a un pipetage manuel, mais permettent une

expérimentation plus rapide.

Résultats du criblage : Nous avons identifi¢ 9 molécules inhibitrices de la
DHFR R67 possédant une faible affinité a la protéine, parmi lesquelles 7 composés,
1 — 4, 6 ct 8 (Tableau 2.3), sont sélectifs par rapport a la DHFRh. Le test de
composés plus complexes comprenant dans leur structure des fragments des
molécules identifiées comme inhibiteurs faibles, a montré 1’augmentation d’affinité
entre les composés et la protéine. Le groupement carboxylique de la partie
glutamate du DHF joue un rdle important dans les interactions entre le substrat et
I’enzyme [55]. Ce dernier suggére donc la présence de ce groupe dans les structures
de composés 10, 12 et 13, qui peuvent contribuer a une augmentation de 1’affinité
entre I'inhibiteur et la DHFR R67. Cette hypothése corréle avec les résultats
expérimentaux : tous les trois possedent une meilleure affinité a 1’enzyme par
rapport au composé 11 (Tableau 2.4). Ces composés poly-hétérocycliques ont été
identifiés comme des inhibiteurs sélectifs prometteurs pour la DHFR R67. Les
¢tudes de modélisation virtuelle, effectués par D. Bastien, ont proposé le modele

des interactions entre la protéine et le composé 12; le mode d’inhibition déterminé
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par arrimage moléculaire a été confirmé expérimentalement par graphique de

Dixon : I’inhibition est compétitive.

Pendant ces expériences nous avons observé un différent degré d’inhibition
par le méme composé en présence de co-solvants différents. Le composé 12 en
présence de LI [BMIm][OctSO4] perd son efficacité comme inhibiteur par rapport a
celle en présence de DMSO. Ce dernier résultat suggere la possibilité des

interactions entre LI et I’inhibiteur, ce qui pourra étre étudié dans le futur.

La vérification des composés inhibiteurs contenant une liaison imine dans
leur structure, n’a pas révélé des molécules pouvant servir comme substrat

alternatif.
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3. Conclusion générale et perspectives

Le but initial de cette étude était de proposer une approche dans la recherche
d’inhibiteurs sélectifs pour la DHFR R67 et de développer une méthode pour
I’identification des molécules primaires qui peuvent étre optimisées dans les études
suivantes. Notre premiére intention dans la réalisation de ce projet était 1’utilisation
de la plateforme de criblage a haut débit de I’IRIC, qui permet de tester 120 000
composés dans un court laps de temps. Pour la réalisation de ce criblage chimique,
nous avons besoin de quantités suffisantes de I’enzyme. Nous avons donc optimisé
le protocole de purification de la DHFR R67 par FPLC. Grace a la chromatographie
par affinit¢é d’ions métalliques immobilisés (IMAC) et de la chromatographie
d’exclusion stérique (GFC) nous avons obtenu la DHFR R67 en pureté ~ 95% et en
quantité suffisantes pour le criblage, augmentant de 6 fois le rendement de
purification. Les conditions pour le criblage d’inhibiteurs ont ét¢ déterminées;
cependant, la vérification des conditions requises pour donner un facteur Z’
acceptable avec la lectrice a plaques. En place a la plateforme de criblage de I'IRIC,
a révélé 'impossibilité de la réalisation de cette analyse a cause de la limite de
détection de I’appareil. Par contre, d’autres lectrices a plaque plus sensibles,
donnent un facteur Z' excellent, furent identifiées, permettant la poursuite

d’approches alternatives a la découvert d’inhibiteurs.

Donc, une autre approche dans la recherche d’inhibiteur a été proposée : le
design rationnel basé sur des petits composés primaires avec une faible affinité. En
tenant compte de la faible solubilité aqueuse des composés organiques qui furent

testés comme inhibiteurs faibles de la DHFR R67, nous avons étudié 1’influence de
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plusieurs solvants organiques et aussi des solvants alternatifs, les LIs, sur ’activité
enzymatique, afin d’identifier des co-solvants compatibles avec 1’enzyme DHFR
R67. Le comportement des DHFRs en présence de LIs n’avait pas été étudié
auparavant. Les LIs ont des propriétés physicochimiques avantageuses par rapport a
celles des solvants organiques et peuvent servir d’environnement alternatif pour les
essais enzymatiques. Dépendamment de la composition des Lls, leur effet sur
I’activité enzymatique peut étre modifié; il ne peut pas étre prédit (s’avere
empirique). Les co-solvants retenus pour les tests avec la DHFR R67 a court terme
sont le DMSO de 5 a 10% et 10% de [BMIm][OctSO4]. Les résultats d’études de la
stabilit¢ a long terme de la DHFR R67 dans les co-solvants ont montré un haut
potentiel de leur stabilit¢ dans toutes les conditions testées, sauf le LI
[BMIm][OctSO4]. Pourtant, les résultats du criblage ne furent pas affectés par
I’influence a plus long terme de [BMIm][OctSOy] sur la stabilité de la DHFR R67.
De plus, les données, obtenues en utilisant le [BMIm][OctSO4] comme co-solvant
pour la solubilisation des composés, ont été¢ confirmées par les résultats obtenus en
utilisant le DMSO comme co-solvant. Les tests de stabilit¢ des enzymes en
présence de LIs peuvent nous donner des idées pour les applications futures, tel que

le SPR, I’'immobilisation, etc.

En parallele avec les tests d’inhibition de la DHFR R67, nous avons vérifié
la susceptibilité¢ de la DHFRh aux mémes composés. Nous avons donc déterminé le
comportement de la DHFRh face aux mémes co-solvants. Les co-solvants retenus
pour cette enzyme sont ’ACN en concentrations jusqu’a 25%, ou 5% de DMSO.
La DHFRh incubée avec les co-solvants a long terme n’est pas stable : son activité
enzymatique a été affectée significativement aprés 4 h d’incubation. Au cours de
cette étude, nous avons observé une réduction de la stabilité de la DHFRh
lorsqu’elle est entreposée a —20 °C a long terme. Cette observation est de grande

importance pour plusieurs autres projets en cours au laboratoire.
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Globalement, cette étude de co-solvants a permis la comparaison des
propriétés des deux DHFRs sans relation structurelle, en présence d’une variété
d’agents potentiellement dénaturants. Cette comparaison avait, comme avantage,
que les réactifs utilisés par les deux DHFRs sont identiques, permettant une
constance des conditions d’étude et donc, une comparaison non-biaisée. Ces études
ont révélé la haute stabilit¢ de la DHFR R67 sous plusieurs conditions. Ceci rend
cette enzyme attrayante pour applications prochirales comme biocatalyseur dans la

réduction d’imines.

Les résultats de criblage rationnel basé sur la ressemblance structurelle au
substrat et au cofacteur, nous ont permis de révéler les composés prometteurs
comme inhibiteurs sélectifs de la DHFR R67. Les tests des composés plus
complexes qui comprennent les fragments identifiés ont confirmé 1’efficacité de
I’approche de la construction d’un inhibiteur sélectif plus puissant a partir des
fragments. Cette approche est un moyen puissant dans la recherche d’inhibiteurs
pour la DHFR R67; elle permet d’augmenter les chances de révéler des nouveaux
fragments pour la construction de “lead compound” et peut changer soit 1’affinité
ou soit la sélectivité de nouveaux composés. De plus, les données obtenues peuvent
étre utiles dans le développement des études sur la DHFR R67 comme

biocatalyseur potentiel.

Un autre aspect de 1’étude des composés poly-hétérocycliques a été
développé par D. Bastien : la modélisation moléculaire. Les résultats d’arrimage
moléculaire ont eu bonne corrélation avec les données expérimentales. Pour
confirmer ces résultats, des études cristallographiques ont été proposées afin
d’identifier les interactions entre 1’enzyme et [D’inhibiteur. Outre cela, la
modélisation moléculaire peut servir d’outils dans 1’analyse des composés comme
des inhibiteurs potentiels pour la DHFR R67. Les banques é¢lectroniques de

composés Maybridge et Chembridge seront analysées pour diminuer le nombre
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d’essais enzymatiques requis et, en méme temps, augmenter les chances de

déterminer des molécules fonctionnelles, et, ainsi, diminuer le colt de 1’analyse.
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4. Partie expérimentale

Matériel

Les solvants organiques ont été livrés de la compagnie EMD Chemicals
(Gibbstown, NJ); le diméthyleformamide (DMF) était d’A&C American Chemicals
LTD (Montréal, QC); le diméthylesulfoxide (DMSO) and le méthanol (MeOH)
¢taient de Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ); le tétrahydrofurane (THF) était d’EM
Science, Merck KGaA (Darmstadt, Germany). Les liquides ioniques ont été achetés
aupres de Fluka, d’Alfa Aesar (Haverhill, MA) ou ont été synthétisés tel que décrit
par Gauchot et al [126]. Le dihydrofolate (DHF) a été synthétisé a partir d’acide
folique tel que décrit par Blakley [127]. Le B-NADPH a été¢ acheté aupres d’Alexis
Biochemicals (San Diego, CA). Tous les autres réactifs ont été obtenus de BioShop
Canada inc. (Burlington, ON). Les composés criblés viennent de la compagnie
Sigma-Aldrich; 1’acide usnique vient d’un collaborateur : J. Sorrensen (Université

du Manitoba).

Méthodologie

Surexpression d’enzyme. La DHFR R67 de type 11, sauvage : la séquence de
la protéine, portant & son extrémité N-terminale une queue de polyhistidine (His-
tagged) [26], a été surexprimée dans E. coli BL21 comprennant le plasmide pRep4

(Qiagen, Mississauga, ON). Une culture bactérienne confluente (3 mL) a été
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ajoutée au milieu Terrific Broth (1 L; 100 ug/mL d’ampicilline et 50 pg/mL de
kanamycine) pour incubation a 37 °C et 250 rpm jusqu’a une DOgg
d’approximativement 0,7. L’expression de la protéine a été induite par 1’addition
d’isopropyle P-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG; Bioshop, Burlington, ON) en
concentration de 1 mM, avec incubation a 37 °C pendant 3 h. Les cellules ont été
récoltées par centrifugation (30 min, 4000 g, 4 °C). Le culot cellulaire a été remis
en suspension dans 30 mL de tampon de lyse (0,1 M phosphate de potassium, 5
mM d’imidazole, pH 8,0), et les cellules ont été lysées par un passage a travers un
fractionnateur de cellules (Constant Systems, Kennesaw, GA) ajusté a 27 kpsi. Un
supplément de 10 mL du tampon de lyse a été ajouté comme lavage résiduel de
I’appareil. Apres centrifugation (30 min, 23 500 g, 4 °C) et filtration sous filtre de

0,22 um, le surnageant a été purifié (ci-dessous).

La DHFRh a été surexprimée dans E. coli BL21 (DE3) et purifiée tel que
décrit par Volpato & Yachnin [128].

Purification de la DHFR R67. La purification de la DHFR R67, portant une
queue de polyhistidine (His-tagged) a été effectuée suivant un protocole de
purification par chromatographie d’affinité sur métal immobilis¢ (IMAC), sur une
colonne de 5 mL de Ni-NTA Sépharose, a débit rapide (His-Trap, FF, GE
Healthcare, Piscataway, NJ), utilisant un systéme Akta FPLC (Fast-Protein Liquid
Chromatography) (GE Healthcare) a 4 °C. Tout d'abord, le surnageant a été
appliqué sur la colonne et suivi d’un lavage avec 12 volumes de colonne (VC) de
tampon phosphate de potassium 100 mM pH 8,0 avec 5 mM d’imidazole, a un débit
de 1,5 mL/min. Un gradient linéaire (6 VC) jusqu’a un plateau (6 VC) a 30 mM
d’imidazole a été suivi d'une étape a 300 mM imidazole pour I’¢lution. Le
protocole détaillé de la programmation du FPLC est fourni a I’Annexe 6. Les

fractions contenant la DHFR R67 ont été identifiées en fonction de tests d’activité
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et d’analyses par ¢€lectrophorese Tricine-SDS-PAGE [117]. Les fractions d’intérét
ont été combinées pour dialyse a 4 °C dans un tampon phosphate de potassium 100
mM pH 8,0 a I’aide d’un tube de dialyse ayant une limite de poids moléculaire de
3 500 Da (Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, CA). La concentration
de la protéine a été déterminée en utilisant le dosage des protéines Bio-Rad, une
méthode basée sur I’analyse de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA) en utilisant
I’albumine de sérum bovin (BSA; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) en tant que

protéine de référence.

Essais enzymatiques des dihydrofolate réductases. Les substrats ont &té
quantifiés par spectrophotométrie en présence de tampon phosphate de potassium
(50 mM pH 8,0). Le coefficient d’absorptivité molaire pour le NADPH et le DHF
est €340 am = 6 200 Mem™! et €32 nm = 28 400 M'l-cm'l, respectivement [27].
L’activité enzymatique a ¢été déterminée par le suivi de la consommation de
NADPH et de DHF a 340 nm (A€ nm = 12300 M'-cm™ [119]). Certains
composés testés en tant qu’inhibiteurs ont contribué a une absorption de fond
excessive a une longueur d’onde de 340 nm. Dans ces cas, I’activité a €té suivie a
350 nm ou & 360 nm, ou le Ae observé pour la réaction est de 10 100 M'cm™ et de
6 000 M'lcm'l, ou 79 = 3% et 47 £ 3% de Aesao nm, respectivement. Afin de
minimiser les volumes réactionnels, en particulier lors de 1’utilisation des liquides
ioniques ou des inhibiteurs potentiels, les tests ont généralement été réalisés dans
des plaques de 96-puits ou de 384-puits avec un volume réactionnel de 200 pL ou
de 100 pL respectivement. La manipulation des liquides a été principalement
réalisée en utilisant une station de pipetage automatisée Biomek NX' (Beckman
Coulter, Brea, CA) et les données recueillies avec la lectrice a plaques intégrée
Beckman DTX 880. Le protocole détaillé de la manipulation automatisée des
liquides est donné dans 1I’Annexe 3. Lorsque le volume réactionnel fut augmenté
jusqu’a 1 mL, I’activité a été suivie dans des cuvettes en quartz de chemin optique
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de 1 cm avec un spectrophotométre UV/Vis Cary 100 Bio (Varian Canada Inc,
Montréal, QC).

Analyse des données. L’ activité enzymatique a été suivie par le changement
de I’absorbance en fonction du temps. Selon la loi de Beer-Lambert, nous avons
calculé le AA, ou AA = A; — Ay, qui correspond a 10% de la conversion de substrat
en produit. La pente initiale correspondant a la vitesse initiale, a ét¢ déterminée

selon I’équation : pente = AA/At, tel qu’illustré ci-dessous (Figure 4.1).

0,90 +
0,88
AA{ 0,86 -+

0,84 +

000003
B SNV N

0,82 +

080 | M

0,78 +

Absorbance (340nm

0,76 —
0 \/-2) 4 6 8 10

At Temps (min)

Figure 4.1. Changement du signal pendant la réaction catalysée par la DHFR.

Représentation graphique du changement de I’absorbance due a la diminution de la
concentration de substrat et de cofacteur pendant la réduction du DHF par la
DHFR : (4) I’échantillon avec I’enzyme et (©) le contrdle sans enzyme. La AA et la
At correspondent a la partie linéaire de la courbe et a la période de temps ou le

changement AA est effectué.
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Les valeurs de la pente initiale ont été corrigées par le blanc calculé de la
méme facon que les échantillons. Chaque essai a été fait en triplicata, la valeur
moyenne a été calculée a 1’aide de logiciel Microsoft Excel; I’erreur (écartype, ) a

été calculé selon I’Equation 4.1 (avec Excel) :

,Z(x — %)?
o= [——,
Equation 4.1 (n=1)

ou x est la moyenne de I’échantillon et n est la taille de I’échantillon.

Criblage d’inhibiteurs. Le criblage des inhibiteurs a été effectué au moyen
de la station de pipetage automatisé Beckman Biomek NX (téte “Span-8”) liée avec
une lectrice a plaques DTX 800 (Beckman Coulter). La solubilit¢ maximale de
chaque composé a été testée jusqu’a 100 mM dans les co-solvants purs et apres
dans les systémes appropriés de co-solvants (généralement 10% de co-solvant dans
une solution aqueuse tamponnée, sauf indication contraire). Pour les tests
d’inhibition, chaque composé a été dissout dans le co-solvant pur et repris dans le
tampon de la réaction contenant les substrats, ou la concentration finale de co-
solvant est généralement de 10%, sauf indication contraire. Les concentrations
finales de NADPH et de DHF étaient de 50 puM (~30 et ~6 x Ky [26]
respectivement, pour la DHFR R67; ou ~200 et ~650 x Ky [27, 28],
respectivement, pour la DHFRh). Ces paramétres ont fourni un signal
spectrophotométrique clair. Les réactions sont initiées par 1’addition de 250 nM de
DHFR R67 ou 56 nM de DHFRAh. Les pentes initiales (généralement moins de 10%
de conversion du substrat) ont été déterminées. La conversion au produit par

rapport au contrdle (en absence du composé testé) a également été suivie.

85



Détermination du mode d’inhibition. Le graphique de Dixon est souvent
utilis¢ pour la détermination du mode d’inhibition et de la valeur du Kj. Le
graphique de Dixon, préparé tel que décrit par Kakkar et al [129], représente
I’inverse de la vitesse inverse de la réduction de substrat (1/v) en fonction de la
concentration d’inhibiteur [/]. L’Equation 4.2 régissant cette relation est donnée ci-

dessous [125, 130] :

_ Ky - [I] n 1 (1 KM)

1
; B VMAX . [5] ) Ki Vmax s]

, +
Equation 4.2 [S]

Pour I’estimation du K, trois séries de mesures de la vitesse initiale ont été
effectuées a trois concentrations de substrat, ou [S]; représente la concentration de
substrat non saturante, [S]; est la concentration saturante et la concentration [S], est

entre [S]; et [S]s. Les trois droites (1/v) f [I] sont tracées (Figure 4.2).

1/v [S]1

[SI:

[S]5 = ~, pente =0

Figure 4.2. Exemple du modéle de Dixon pour ’inhibition compétitive.
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La pente positive représente 1’impact de [D’inhibiteur sur 1’activité
enzymatique (Equation 4.3) :

t Ko 1
, . pente = ———+ —
Equation 4.3 Vaax - Ki  [S]

L’augmentation de la concentration de substrat diminue I’influence de
I’inhibiteur compétitif et dans le cas de [S] trop élevée, la croissance de [/] n’aura
pas d’effet d’inhibition sur la vitesse initiale de la réaction. Le point d’intersection
des droites correspond a la valeur inverse de K : [/] = — K;. Puisque ’intersection

des droites est au dessus de ’axe [/], I’inhibition est compétitive [125, 130].
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6. Annexes

Annexe 1

WHO Model Lists of Essential Medicines

16th edition (updated)
Essential Medicines

WHO Model List (March 2010)
Explanatory Notes

The core list presents a list of minimum medicine needs for a basic health-care system, listing the
most efficacious, safe and cost-effective medicines for priority conditions. Priority conditions are
selected on the basis of current and estimated future public health relevance, and potential for safe
and cost-effective treatment.

The complementary list presents essential medicines for priority diseases, for which specialized
diagnostic or monitoring facilities, and/or specialist medical care, and/or specialist training are
needed. In case of doubt medicines may also be listed as complementary on the basis of consistent
higher costs or less attractive cost-effectiveness in a variety of settings.

The square box symbol ([ ) is primarily intended to indicate similar clinical performance within a
pharmacological class. The listed medicine should be the example of the class for which there is the
best evidence for effectiveness and safety. In some cases, this may be the first medicine that is licensed
for marketing; in other instances, subsequently licensed compounds may be safer or more effective.
Where there is no difference in terms of efficacy and safety data, the listed medicine should be the one
that is generally available at the lowest price, based on international drug price information sources.
Not all square boxes are applicable to medicine selection for children — see the second EMLc for
details.

Therapeutic equivalence is only indicated on the basis of reviews of efficacy and safety and when
consistent with WHO clinical guidelines. National lists should not use a similar symbol and should be
specific in their final selection, which would depend on local availability and price.

The[a]symbol indicates that there is an age or weight restriction on use of the medicine; details for
each medicine can be found in Table 1.

Where the [¢] symbol is placed next to the complementary list it signifies that the medicine(s)
require(s) specialist diagnostic or monitoring facilities, and/or specialist medical care, and/or

specialist training for their use in children.

Where the [¢] symbol is placed next to an individual medicine or strength of medicine it signifies that
there is a specific indication for restricting its use to children.

The presence of an entry on the Essential Medicines List carries no assurance as to pharmaceutical
quality. It is the responsibility of the relevant national or regional drug regulatory authority to ensure
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that each product is of appropriate pharmaceutical quality (including stability) and that when
relevant, different products are interchangeable.

For recommendations and advice concerning all aspects of the quality assurance of medicines see the
WHO Medicines web site http:/ /www.who.int/ medicines/areas/quality _assurance/en/index.html.

Medicines and dosage forms are listed in alphabetical order within each section and there is no
implication of preference for one form over another. Standard treatment guidelines should be
consulted for information on appropriate dosage forms.

The main terms used for dosage forms in the Essential Medicines List can be found in Annex 1.
Definitions of many of these terms and pharmaceutical quality requirements applicable to the

different categories are published in the current edition of The International Pharmacopoeia
http:/ /www.who.int/medicines/publications/ pharmacopoeia/en/index.html.
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Essential Medicines

WHO Model List

16th edition (updated}

O erythromycin

Powder for injection: 300 mg (as lactobionate} in vial

Powder for oral liquid: 125 mg/b ml (as stearate or ethvl
succinate).

Solid oral dosage form: 250 mg (as stearate or ethvl succinate).

O gentamicin

Injection: 10 mg; 40 myg (as sulfate)/ml in 2-ml wvial.

O metronidazale

Injection: 500 mg in 100-ml vial

Oral liquid: 200 mg {as benzoate}/5 ml.
Suppository: 500 mg; 1 g.

Tablet: 200 mg to 500 mg.

nifrofurantoin

Oral liguid: 25 mg/5 mi [€].
Tablet: 100 mg.

spectinomycin

Powder for injection: 2 g {as hydrochloride) in wial.
gt 3 !

sulfamsthoxazole + trimethoprim

Injection:

80 mg + 16 mg/ml in 5-ml ampoule;
80 mg + 16 mg/ml in 10-ml ampoula.

Oral iquid: 200 mg + 40 mg/5 ml

Tablet: 100 mg + 20 mg; 400 mg + 80 mg.

trimethoprim El

Oral liquid: 50 mg/5 ml [e].
Tablet: 100 mg; 200 mg.

=8

El »6& months,

Complementary List

Capsule: 150 me.

clndamyem Imjection: 150 mg {as phosphate)ml
Oral lgquid: 75 mgi5 ml [€]
THIRLCOTHYET Powder for injection: 250 mg (as hydrochloride) tn vial.

6.2.3 Antileprosy medicines

free of charge through WHO.

Medicines used in the treatment of lepresy should never be used except in combination. Combination
therapy is essential to prevent the emergence of drug resistance. Colour coded blister packs (MDT blister
packs) containing standard two medicine (paucibacillary leprosy) or three medicdne (multibacillary

leprosy) combinations for adult and childhood leprosy should be used. MDT blister packs can be supplied

clofazimine Capsule: 50 mg; 100 mg.
dapsone Tablet: 25 mg; 50 mg; 100 mg.
rifampicin Solid oral dosage form: 150 mg; 300 mg.

EML 16 (March 2010)

page -7
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Essential Medicines
WHO Model List

16th edition (updated}

quinine

Injection: 300 mg quinine hydrochleride/ml in 2-ml ampoule.

Tablet: 300 mg (guinine sulfate) or 300 mg (guinine bisulfate).

* For use only in the management of severe malaria, and should be

used in combination with doxycycline.

sulfadoxine + pyrimethamine®

Tablet: 500 mg + 25 mg.

* Only in combination with artesunate 50 mg.

6.5.3.2 For prophylaxis

Oral liguid: 50 mg {as phosphate or sulfat=)/5 ml.

chloroquine® Tablet: 150 mg (as phosphate or sulfate).
* For use only in central American regions, for use for P,
Solid oral dosage form: 100 mg (as hydrochloride).
dcxycydjr.ea
E =B years.
Tablet: 250 myg (as hvdrochloride).
mefloquine El
E.:—S kg or =3 months.
Tablet: 100 mg (as hydrochloride).
proguanil®

* For use only in combination with chloroquine.

6.5.4 Antippreumocystosis and antitoxoplasmosis medicines

pyrimethamine

Tablet: 25 mg.

sulfadiazine

Tablet: 200 mg.

sulfamethoxazole + trimethoprim

Injection:

80 mg + 16 mg/ml in 5-ml ampoule;
80 mg + 16 mpg/ml in 10-ml ampouls.

Oral liquid: 200 mg + 40 mg/5 ml [e]
Tablet: 100 mg + 20 mg; 400 mg + 80 mg [€].

Complementary List

pentanidine

Tablet: 200 mg: 300 mg.

6.5.5 Antitrypanosomal medicines

6.5.5.1 African trypanosomiasis

Medicines for the treatment of 1 stage African trypanosomiasis

pentamidina®

Powder for injection: 200 mg (pentamidine isetiomate) in vial.

* To be used for the treatment of Trypanosoma brucei pambiense

infection.

suramin sodium®

Powder for injection: 1 g in vial.

* To be used for the treatment of the initial phase of
Trypanosema brucet rhodesiense infection.

EML 16 (March 2010)
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Essential Medicines 16th edition (updated}
WHO Model List

Table 1: Medicines with age or weight restrictions

atazanavir =2b kg
atropine =3 months
benzyl benzoats =2 years
betamethasone topical preparations Hydrocortisone preferred in neonates
cefazolin =1 month
ceftriaxone =41 weeks corrected gestational age
chlorphenamine =1 year
diloxanide =2b kg
doxycycline =B years (except for serious infections e.g. cholera)
efavirenz =3 vears or =10 kg
emitricitabine =3 months
fluoxetine =8 vears
ibuprofen =3 months {except IV form for patent ductus arteriosus)
mefloquine =5 kg or >3 months
metoclopramide Mot in neonates
ondansetron =1 month
sagquinavir =25 kg
silver sulfadiazine =2 months
tetracaine Not in preterm neonates
trimethoprim =6 months
xvlometazoline =3 months
EML 16 (March 2010} page - 32
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Essential Medicines
WHO Model List
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Annexe 2

Représentation des structures des composés testés comme inhibiteurs potentiels

©/§N,Me

N-benzylidéne-
méthyle amine

o}
H,N

Aminobenzamide

©/\N,Me
H

N-benzyle-méthyle
amine

o)
jon:
H,N

Acide 4-aminobenzoique

p-Anisidine

Me-0O

4-méthoxybenzyle amine

';‘Hz 0 O (0]
MOH MOH WOH
H,oN NH2 ey o
Acide (R)-3-amino-3- Hydrochlorure d’amino- . /}\lmde 131_,(4_1
hénylepropanoique phénylalanine met OXypheny ©)-
p propionique
HO OH HO OH o
HzN/\C[ >
(¢}
OH O OH O
. A . Méthylephlorpropionyle- ., .
Méthylephloracétophénone phénone Pipéronyleamine
H
H H H NN
N N N, i | »
o Oy K
N N NHy
Indoline Benzimidazole Benzotriazole Adénine

H

S ZT
(]

N oH
I

Acide indole-2-carboxylique

(6}
Acide indole-3-acétique

A

HO: jO

Diphényleméthane Ester de phényle Acide diphényleacétique
o} H Q
N
SOA Shate
N
HeN S H
Acide amino-2-naphtoique Indigo

Benzonitrile

OO

N-(3cyanophényle)-pyrrole

NH, N Q
oy o
Me-O

Acide benzoique

/@/\(O
OH
Me—-0O

Acide 4-méthoxyphényle-
acétique

Acide 3,4-
diméthoxyphenyle acétique

o
(e}
s
o
Acide pipéronylique

NH,

2HCI
Ho0

H
L

/

Hydrate de dihydrochlorure-2-
(aminométhyle)-benzimidazole

(o}
NH
~-N

Phtalazinone

OO+
OH

Acide diphényle-4-
carboxylique

HO o 0
(o
0 O g

Acide usnique

104



Annexe 3

Protocole de criblage et de manipulation automatisée des liquides et des

données (Beckman DTX 880)
1. Les concentrations finales dans un essai (V = 200 uL, plaque de 96 puits) :

= [tampon phosphate de potassium] =50 mM pH 7,0;

[NADPH] = 50 pM;

[DHF] = 50 uM;

[composé] = 2mM et 10mM dans 10% de DMSO;

[DHFR R67] = 200 nM.

La lecture du signal (absorbance) est effectuée par lectrice a plaques DTX 880, a

340 nm, pendant 5 min, a TPN.

2. Pipetage pour chaque essai (puits), effectué sur la station automatisée de

Beckman :

= 130 pL (ou 65 pL x 2 fois) de tampon phosphate de potassium 50 mM
pH 7.0;

= 20 pL de solution mere du mélange de 500 uM NADPH et 500 uM
DHF dans le tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,0;

= 40 pL de solution mere de 10 mM (ou 50 mM) dans 50 % de DMSO,
50% de tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,0;
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= 10 puL de la DHFR R67 en concentration 4 uM pour démarrer la réaction

(pour les essais de blanc : 10 uLL de tampon).

3. Disposition des plaques et réservoirs sur la plate-forme :

S8 420084 1
288408884

S24458084080
288400884508
284400884808
AT LY T
FRLEIERLEL S
PEILEERLRIEE

ompound|

HF-nadph_eriz

1- Plaque pour préchauffage de DTX 880

2- Boite des embouts (tip box)

3- Plaque pour les essais (essais)

4- Support pour les solutions méres de composés (compound)

5- Support pour les solutions meres du mélange NADPH et DHF, et I’enzyme
(DHF-nadph ens)

6- Réservoir pour le tampon (Buffer)
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4. Protocole de la programmation :

B stat

@ Move Pod Out the Way
H | ser Pause
Move Gripper to Max Z & Back
T move Podt To TR1(D, 1)
® EndGroup
% Instrument Setup
h |ser Pause
@ initialize DTx & wait for lamp warm-up
,_‘, Move Labware from DS1 to DTX1
—
@‘ warmup340_96wellplate
_\, Move Labware from DTx1 to D51
=
Move Gripper to Max Z & Back
® EdGroup

m MNew Span_8_200uUL Tips
£)) Loop Starting at First selected column & End at last selected column

&) Generate Well numbers for selected Column

F If wellmo<13

@ Then
Make varishle contain the first well number

§ Set usewells to =wellno
@ Ed

@ Ele
Add subseqguent well numbers to variable

= Set usewells to =usewells & " & wellno
® End

® EBEndloop
) 48well-screening
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) 43well-screening
Transfer Buffer to Selected Column
,@ Loop from 1 to Z2step 1
@ Transfer 65 1L from Buffer to essais
® Edloop
@ Transfer 20 L from DHF-nadph_enz to essais
IFJEJ Span-3 Wash Tips
Transfer 40 1L from compound to essais
IFJIFJ Span-3 Wash Tips
) Transfer Enzyme to rows C-=H, and Buffer to rows A->B
‘? Aspirate 10 pL at Buffer
@ For probesused = 2 to 4 step 1
Y Aspirate 10 pL at DHF-nadph_enz
® Edloop
? Digperse 10 L at essais
® EdGrouwp
@) Send Assay plate to DTX for reading
L Mowe Labware from P1 to DTx1
EJEJ Span-3 Wash Tips
F If column=1
® Then
@‘ 6min_DHFAR_340nm_columnil_1-48
® Bd

@ Else

@‘ Bmin_DHFR_340nm_column2_1-48
® Bd

® Else
® Bd
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F If column=3

® Then
@‘ Gmin_DHER_340nm_column3_1-48
. End

@ Clse

® Then
@‘ Emin_DHFR_340nm _columnd_1-48
. End

@ Clse

@® Then
@‘ Bmin_DHFR_340nm _columnS_1-48
. End

@ Ele
® &d

F’ If column=6

@ Then
@‘ Emin_DHFR_340nm_column6_1-48
® End

@ El=e
@ Ed

F’ If column=7

@ Then
@‘ Emin_DHFR_340nm_column?_1-48
$® Bd

@ CElse
@ EBd
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j;ﬁ' If column=58

® Then
@‘ &min_DHFR_340nm _columng_1-48
@ Ed
@ Clze
® tBd
F If column=2
@ Then
@‘ Emin_ DHFR_340nm_column9_1-48
@ EBEd
® Ele

@® Then
@‘ Gmin_DHFRE_340nm_columnl0_1-48
® End

@® Else

@® Then
@‘ Bmin_DHFR_340nm _columnli_1-45
® EBnd

@ Ele

® Then
@‘ Grmin_ DHFR_340nm_columnlz_1-43
$® EBEd

@ Ele
$® EBEd

® EdGroup
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_,\n Move Labware from DTX1 to P1
F If last colurmn then Unload tips & wash probes
® Then
hF .
Spar-8 Tip Unload
ll Span-& Wash Tips
% Move Gripper to Max 2 & Back
$® BEd
@ FEl=e
® End
® EndGrouwp
@ EndLloop
Q) Move Pod Out the Way
% Move Gripper to Max £ & Back
W Move Podl To TR1(0,1)
_—
® EndGroup

@ Reporting Step

i Firish
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Annexe 4

Comparaison d’inhibition de la DHFR R67 par DPacide 2'-(4,4’-(2-
hydroxypropane-1,3-diyl)-bis-(oxy)-bis-(4,1-phenylene))-bis-(1H-
benzimidazole-5-carboxylique) (composé 12) en présence de différents co-

solvants.

La vitesse de la réaction catalysée par la DHFR R67, représentée par le changement
d’absorbance en fonction du temps, en présence de 1mM composé 12 solubilisé
avec 10% de DMSO (A) ou 10% de [BMIm][OctSO4] (B). Les marqueurs rouges
représentent le control négatif (sans enzyme), les marqueurs bleus, violets et verts

représentent les échantillons en triplicata.
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Annexe 5

Arrimage moléculaire de la DHFR R67 et du composé 12 avec le logiciel

Molegro Virtual Docker 4.0.0.

Le panneau A représente la DHFR R67 montrée avec la surface €lectrostatique et le
composé 12 arrimé dans le pore du site actif; les couleurs bleue, rouge et blanches

montrent les régions basiques, acides et hydrophobes, respectivement.

Le panneau B représente la conformation du composé 12 dans le site actif de la
DHFR R67. Les billes de couleurs grise, bleue, rouge et blanche représentent les
atomes de carbone, azote, oxygeéne et hydrogene respectivement. Les liaisons en

vert et rouge représentent les liaisons rotatives et non-rotatives, respectivement,

utilisées pour 1’arrimage.
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Annexe 6

Le protocole détaillé de la programmation du FPLC

Variables
Column
Wash InletA
Wash InletB
Flow Rate

Column Pressure Limit

Averaging Time UV
Eluent A Intet
Start ConcB
Equlibrate With
System Pump
System PressLevel
System MinFlow
Empty loop with
Wash column with
Eluate Frac Size
Peak Frac Size
Target ConcB
Length of Gradient
Gradient Delay
Clean with

Reequilibrate with

HisTrap HP 5 ml

ON

ON

2 (ml/min)
0,300 (MPa)
10,00

Al

0 (%B)
5,00 (CV)
Normal

0 (MPa)

0 (ml/min)
43 (ml)
12,00 (CV)
1 (ml)

0 (ml)

8,0 (%B)
6,00 (base)
30,00 (ml)
12,00 (CV)
5,00 (CV)
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