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INTRODUCTION
Résumé :

Parmi les 57 cytochromes P450 identifiés lors dyusacage complet du génome humain, on en
dénombre environ 15 dont on ne connait pratiquementde leurs réles physiologiques, de leurs
substrats, et de leurs structures, d’ou le nom Eéd5@ orphelins». Le CYP2U1l est l'un des
cytochromes P450 les plus fortement exprimé auaniki cerveau et du cervelet mais c’est aussi I'un
des plus conservé parmi les différentes especesghe animal.

Ce travail de thése a tout d’abord consisté aropér les conditions dxpression du CYP2U1
sous une forme active. Un premier systeme d’exmestans la levur&accharomyces Cerevisiae
permis une production d’un complexe CYP2U1-P45Wctabe catalytiquement actif permettant des
études de recherche de substrat. Un second systé&xgression dangscherichia Colidevrait

permettre d’obtenir de plus grandes quantités gerezsoluble destinée a des études structurales.

Dans un second temps, umecherche de substratsa été effectuée a l'aide d’analyse
d’incubats par chromatographie liquide couplée @ dgtection par spectrométrie de masse. A ce jour,
un screening dirigé de plus de soixante-dix moksusubstrats de P450s de la famille 2, a permis
d’identifier les premiers substrats exogéneslu CYP2U1, les analogues de terfénadone et la

débrisoquine.

D’autre part, unedtude par modélisation moléculairede la structure du CYP2U1l a été
effectuée. Cette étude montre que le CYP2UL1 difterdous les autres P450s par la présence d'un
insert tres spécifique dans son domaine N-terminal. Des modeles par hmyielbasés sur les
structures cristallographiques des P450s de ldl&athbnt été construits. Ces modeéles ont étélgali
par dynamique moléculaire et ont permis de proposemode d’interaction avec la membrane,
d’identifier la position des canaux d’acces ainst gle déterminer la topologie du site actif. Endin,
docking des premiers substrats exogenes au sesitadactif du CYP2U1 a permis de confirmer la

régioseélectivité des hydroxylations catalyséedp&YP2U1.
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INTRODUCTION

[.1 Les cytochromes P450

I.1.1 Présentation générale
L1.1.1 Genese du métabolisme des xénobiotiques

La découverte des cytochromes P450 s’est faite tiartontinuité des études menées sur la
détoxification de composés exogenes, les xénohiesigCes études ont débuté chez le chien des 1824
puis chez 'lhomme a partir de 1841 (Wo6hler 1824 W841; Li, Baudry et al. 2004).

La premiére réaction caractérisée fut la conjugat® la glycine a lI'acide benzoique. En 1841 et
1842, deux scientifiqgues ont ingéré de I'acide lbémze et ont observé I'excrétion en grande quantité
dans leurs urines d’un produit inconnu (Ure 184éllét 1842; Conti and Bickel 1977). Ce produit est
similaire a l'acide benzoique mais contient aussildzote. L’identification de cette molécule
inconnue comme étant l'acide hippurique (voir Fegurl), formée par conjugaison de l'acide
benzoique avec un équivalent de glycine endogénétaislie en 1845 par un scientifique francais,
Victor Dessaignes (Dessaignes 1845). De ces expése bien que rudimentaires, a émergé un
paradigme fondateur pour le métabolisme : I'orgaeisest capable de prendre en charge des
molécules exogenes, de leur faire subir des réectihimiques puis de les excréter via les urines so

une forme chimiquement altérée.

o)
o)
0 HZN\)]\
OH AY
—_—

OH O

Acide benzoique Glycine Acide hippurique

Figure 1.1 : détoxification de I'acide benzoique cbz I’homme

Lors des décennies suivantes, de nombreuses nesivedhctions du métabolisme ont été
découvertes et ce, principalement par des scigné§ et laboratoires allemands a la pointe de la
chimie dans cette deuxieme partie du XIXéeme sigilesi Wohler et Frerichs (1948) ont montré que
le benzaldéhyde était métabolisé en acide benzailyee le chien (Conti, Harwood et al. 1977), la
premiere méthylation fut décrite en 1887 par His (HB87) qui, aprés avoir fait ingéré de I'acétide
pyridine a un chien, a isolé un métabolite N-méthghns ses urines. Par la suite, en 1879, il fut
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démontré que le camphre était éliminé dans lesesrisous forme d'un adduit glucuronique
(Schmiedeberg 1879).

A la fin du XIXeme siécle, pour chacune des priat@g voies de métabolisme, un ou plusieurs
exemples avaient été publiés. Cependant, les nsfoasi chimiques mis en jeu pour ces

transformations restaient inconnus.

Toutes ces observations ont mené Wililams a énome®rprincipes fondamentaux de la
détoxification des xénobiotiques par les organiswieants (Williams 1947). Celle-ci s’effectue en

deux étapes (voir Figure I. 2) :

- La premiere phase déonctionnalisation (ou phase ) du composé exogéne permet
d’introduire une fonction hydrophile. Cette fonctiest ajoutée le plus souvent par oxydation.
Dans certains cas, elle peut apparaitre suite aréshection ou une hydrolyse. Le composé
exogene est donc transformé en une molécule pldsoplgile qui peut ainsi étre prise en
charge par les voies d’excrétion (urinaire ou bia

- Si le métabolite de phase | n’est pas assez hydeopbur étre excrété, il va subir la seconde
phase de détoxification dite phase @mjugaison (ou phase Il) qui consiste a former un
adduit avec un composé endogene trés hydrophileneokion sulfate, le glutathion ou I'acide
glucuronigue. Le composé conjugué, beaucoup pldeokgluble pourra étre excréte.

Phase | Phaselll
adsorption fonctionnalisation conjugaison élimination

_—
—— RH —— ROH ——— R-O- —
 —

ll élimination

Figure I. 2 : Les mécanismes de détoxification deg€mobiotiques.

Ce n'est qu'a partir des années 1950 que débuteptemiéres études biochimiques et
meécanistiques du métabolisme. Elles s’orienteniqlegment vers le foie qui, par sa position
intermédiaire entre l'intestin et la circulationsgdmique, doit étre impliqué dans le métabolisme de
xénobiotiques. Dans cette optique, Mueller et Mileettent en évidenca vitro I'implication des
cellules hépatiques dans la biotransformation duéthylaminobenzéne chez le rat (Mueller and

Miller 1949). Plus tard, J. Axelrod et B. Brodiecd@vrent que des enzymes hépatiques membranaires
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sont capables d’'oxyder des composés exogenes senpeede NADPH et de dioxygene (Axelrod
1955; Brodie, Axelrod et al. 1955).

1.1.1.2 Découverte et identification des cytochromes P450

A la méme époque, deux événements majeurs orgé Iaitiecherche sur les cytochromes P450, a
savoir l'isolation de la fraction microsomale dsstis animaux (Claude 1943; Palade and Siekevitz
1956) et la détection des premieres activités eangue de type oxygeénase pour lesquelles la source

d’oxygene est le dioxygene (Ure 1841; Hayano, Lerdtet al. 1955).

En 1958, Klingenberg et Garfinkel mirent en évitkefa présence d’'un pigment dans les fractions
microsomales hépatiques de rat et de cochon qluitngar du NADPH ou du dithionite et en présence
de monoxyde de carbone présentait une absorpténifispue a 450 nm (Garfinkel 1958; Klingenberg
1958). Les travaux de Omura et Sato permirent dtifler ces pigments, en montrant qu’il s’agissait
d’hémoprotéines, qui seront appelés par la suitgtechrome P450 » (Omura and Sato 1962), le P
faisant référence a son cofacteur, la protoporpkytX et 450 a la longueur d’onde d’absorption du
complexe F&CO. Toutefois, la nature du ligand axial coordinémme reste un mystére : dans les
hémoprotéines connues a cette époque, la protogamphest toujours coordinée a un imidazole
d’histidine en position axiale et présente un ggedtabsorption différentiel avec un pic a 420 nm.
L’effet bathochrome observé indique donc I'existemitun nouveau type de liaison au fer. Ce n'est

gu’en 1974, que le rble d’'un ligand cystéinateéagtabli (Stern and Peisach 1974).

Au cours des années 60, l'implication des cytocle®nP450 a été démontrée dans la
biotransformation des stéroides (Estabrook, Coeper. 1963) puis dans I'oxydation de composés
exogenes (Cooper, Levin et al. 1965). En 1968 réenper P450 est purifié, il s’agit d’'une protéine
soluble issue de la bactéfseudomonas putidet catalysant I'hydroxylation du camphre en 5-exo

hydroxycamphre (Katagiri, Ganguli et al. 1968).

Enfin, il a fallu attendre les années 70-80 powr gaient élucidées les principales étapes du cycle
catalytique des P450s et notamment les mécanisiaetsvetion de I'oxygene (Groves and Mcclusky
1976).

10
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L1.1.3 Une grande diversité de genes

L’optimisation des techniques de séquencage desnggsices quinze dernieres années a permis la
découverte d’'un nombre exponentiel de génes cquant des cytochromes P450. Ces données sont
regroupées dans une base de données qui rasseswlalifférentes séquences de P450
(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.htridn aodt 2009, 11294 différentes génes codants
pour des P450s étaient alors identifiés. lls soéggnts dans tout le regne du vivant : on retr@ing

des représentants de cette superfamille chez lesan, les plantes, les champignons, les bactéries,
les archaebactéries, les protistes et recemmeamt, gknes de P450s ont méme été découverts dans le

génome d’un virusAcanthamoeba polyphaga mimivij(lsamb, Lei et al. 2009).

Le nombre de génes de P450 présents dans une esgtegeiant a lui, trés variable. Ainsi,
’lhomme possede 57 genes tandis que I'on dénomitBey@nes chea. thaliana(Ortiz de Montellano

2005) et jusqu’a plus de 300 genes dans le riz(ingn-Sundberg 2005).

Malgré cette grande diversité de génes, la supéléades cytochromes P450 est caractérisée par

deux signatures dans la séquence protéique gquremdsentées en Figure I. 3.

La premiéere est située du codté proximal de I'he@e.motif, FxxGx(R/H)CxG, appelé Cys-
Pocket contient la cystéine coordinant 'heme etpasticulierement bien conservée aussi bien au
niveau structural qu’au niveau de la séquence pmemear cette structure assure la stabilité du
cystéinate liant ’'héme par un jeu de liaisons bgénes entre résidus voisins. C’est aussi la signat
historigue des P450s, utilisée dans la base deédsnAROSITE (Sigrist, Cerutti et al. 2010) sous la
forme : [FW]-[SGNH] -x-[GD]-{F}-[RKHPT]-{P}-C-[LIVM FAP]-[GAD].

La seconde séquence consensus, située du coteddisteeme, G/A]GX[E/D]Tx , est moins bien
conservée que la premiére et joue un réle au cdear$activation du dioxygene dans le cycle

catalytique de I'enzyme.

CYP3A4 (homme) 305 AG 310 35 FGSGPRNCI G 444
CYP101 (Cam.) 249 GG LIDARV 254 351 FGHGSHLELG 360
CYP2U1 (homme) 352 AG 357 483 FG | GKRVIEMG 492
CYP107L (step. plat) 234 AG 239 339 FGHG I HYCFG 348
consensus G/AGXE/DTX FxXx GXRHXCXxG

Figure I. 3 : Séquences consensus des cytochromds@

11
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11.1.4 Nomenclature

A l'origine, les P450s étaient désignés par leumgiypal substrat. Par exemple, le P450 ayant pour
substrat le camphre était appelé R450 Cette nomenclature était pertinente a une époqueeu de
P450 étaient caractérisés. Mais tres vite, cettenique a atteint ses limites : deux P450s peuvent
partager un méme substrat ou un P450 peut ne asdes/substrat connu ; comment nommer ces

nouvelles enzymes ?

De ce fait, une nomenclature alpha numérique basgelidentité de séquence a éte
progressivement définie (Nelson 1998). Ainsi, de4b0s sont de la méme famille si leur identité de
séquence est supérieure a 40% et de la méme suilie-faour une identité de séquence supérieure a
55%. Par exemple, le P450 dénommé CYP2UL appadidmtfamille 2 et a la sous-famille U et le
CYP46AL1 appartient a la famille 46 et a la soustianA.

1.1.2 Propriétés catalytiques
1.1.2.1 Réactions catalysées par les cytochromes P450

Les cytochromes P450 catalysent des réactions dao4oxygénation, dont les plus connues
sont des hydroxylations et des époxydations (Figur). Ces réactions nécessitent la présence de

dioxygene ainsi que d'un cofacteur apportant lestédns nécessaires (le NADPH ou le NADH).

12
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Ho
XR—C -R'
(X=0.S.NR")

RH + O, + NADPH + H* = ROH + H,0 + NADP"

Figure I. 4 : Principales réactions d’oxydation catlysées par les cytochromes P450. D’'aprés MansuyR#ttioni (Mansuy
and Battioni 2000)

Par ailleurs, diverses autres réactions comme dskydratations, des isomérisations et des

réductions ont aussi été observées (Ortiz de ManteR005).

Cette réactivité propre aux CYPs s’expligue parplésence au sein du site actif d'un heme
(protoporphyrine IX de Fer) relié a I'apoprotéinar pun groupement cystéinate formant une liaison

avec le fer (Figure 1. 5)

13
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Apoprotéine

Figure I. 5: Représentation schématique des P450s

1.1.2.2 La chaine de transfert d’électrons

La transmission des électrons jusqu’a la protdmmipe se fait via plusieurs protéines de
transfert d’électrons telles que la cytochrome Prsfuctase (CPR). Il existe dix classes de P450s
selon le systéme de transfert d’électrons gqu’ilsseht (Hannemann, Bichet et al. 2007). Cependant,
on distingue essentiellement deux classes de RéBBse | et classe II) qui correspondent aux modes

de transfert d’électrons les plus fréquemment retrés.

Les P450s declasse | correspondent, sauf exceptions, aux enzymes riEuiés et
mitochondriales. La chaine de transfert d’électress constituée de deux partenaires rédox : une
protéine a centre fer-soufre (la ferrédoxine) efel@édoxine réductase. Les électrons sont d’abord
préleveés par la ferrédoxine réductase via son te&iad¢-AD puis transférés sur le centre fer-souére d

la ferrédoxine et enfin sur le P450 pour permdéreatalyse.

Les P450s delasse Il correspondent en partie aux enzymes microsonedles;oivent leurs
électrons d’'un seul partenaire rédox, la cytochréB0 réductase. Cette protéine ancrée comme le
P450 a la membrane du réticulum endoplasmique gesseux cofacteurs (FMN et FAD) en charge
du transfert d’électrons vers le P450. Un secorgtesye, non spécifigue aux P450s, peut aussi
participer au transfert d’électrons : le cytochrob%epeut transférer des électrons du NADPH vers
certains P450s (Schenkman and Jansson 1999).

Bien que les partenaires rédox des P450s soiegt@glément exprimés de facon indépendante,
il existe, chez certaines bactéries et certainsnpignons, des systémes de type P450 pour lesduels i

y a eu fusion au cours de I'évolution des géneB4f0 avec celui (ceux) de partenaire(s) rédoxeCett
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fusion d’'un domaine oxygénase a un domaine rédeiasretrouve aussi chez 'homme dans une

famille enzymatique voisine : les NO synthases.

La protéine P450RhF issu &hodococcus sest un exemple de protéine de fusion ; on peut la
classer comme un P450 de classe | (Roberts, Gretgaln 2002). Cette protéine posséde un domaine

réductase a flavine FMN, fusionné a un domainenfreder-soufre et a un domaine P450.

Il existe un autre type de protéine de fusion gusche d'un systeme de classe Il. Ainsi, le
P45@\u3 deBacillus megateriumqui catalyse I'hydroxylation ew-2 d’acides gras et dont le domaine

P450 est fusionné en C-terminal a un domaine réadad deux flavines (Munro, Leys et al. 2002).

Les P450s catalysant des réactions d’isomérisaiiomle déshydratation ne nécessitent pas
I'apport d’électron via un systeme rédox et/ou Beeassitent pas I'entrée de dioxygéne au site actif.
Les substrats transformés lors de ces réactions smuwent riches en électrons, tels que des
alkylhydroperoxydes ou des hydroperoxydes (Mans2§8L Ces enzymes sont impliquées dans la
biosynthese de molécules de voies de signalistgitas que les prostaglandines chez les mammiferes.
Bien qu’aucun systeme de transfert ne soit nésesad’activité, on définit quand méme uadksse

[l , qui englobe ces systeémes.

Enfin, un P450 qui recoit directement ses électchn®lADPH a aussi été décrit et constitue a
lui seul laclasse IV. L'unique représentant actuel de cette classdee§t45Qor qui catalyse la
réduction du NO en §D (Takaya, Suzuki et al. 1999).
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Systemesde classe | :

FxR Fx  P450 FxR Fx  P450

NAD(P)H

NAD(P)-

NADH
\ NAD*
Systemes de classe Il :
C CPR P450 D CPR P450

NADPH

+ D@z FMN
PP @

NADPH FMN
D FAD VR
NADP* N—>
Figure I. 6: Les partenaires de transport d'électrors des P450d.a classe | comprend les P450 mitochondrigh la
plus grande partie des systemes solubles et cersgstemes fusionnés de type R450B). La classe Il comprend les P450

microsomaux(C) et les systemes fusionnés du type P450 BB FxR : ferrédoxine réductaseéFx: ferrédoxine CPR:
cytochrome P450 réductase. Les fleches rougesspamelent au transfert d’électrons du cofacteunjiasgP450.

1.1.2.3 Le cycle catalytique

Le cycle catalytigue conduisant a I'oxydation dsubstrat se déroule en trois grandes étapes :
fixation du substrat, fixation et activation du xijgéne et oxydation du substrat qui quitte alors le
site actif du P450.

Au repos, le Fét est en équilibre entre deux états: une forme -bpint (S=5/2)
pentacoordinée et une forme bas-spin (S=1/2) hexdr@e (le sixieme ligand étant une molécule
d’eau). Le cycle catalytique est initié par I'emtrddu substrat au sein du site actif (voir Figuré+.
(2)). Cette association avec le substrat modifigdentiel rédox du Fer, ce qui permet le transfert
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d’'un premier électron issu de la cytochrome P48dictase (Guengerich and Johnson 1997). Cette
réduction est suivie de la fixation de dioxygenarbmt naissance au complexe (3). Le transfert
d’'un nouvel électron (4) depuis la cytochrome Pé&flictase permet la formation d’'un complexe
de type péroxyferrigue (Sansen, Yano et al. 200d) par protonation (5) conduit a
I'hydropéroxyde [FE-OOH]. La deuxiéme protonation (6) méne & une mgphomolytique de la
liaison O-O avec le départ d’'une molécule d’eadaetormation d’'un complexe a haut degré
d’oxydation, le fer-oxo [F&=0] qui a été mis en évidence pour la premiéregaisRittle et Green

en 2010 (Rittle and Green 2010). Cette entité feaasalors son oxygéne au substrat (6). Enfin, le
métabolite (produit d’oxydation) est libéré (Bosdbinklage et al.) ; 'héme retrouve son état

initial.
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Figure I. 7: Le cycle catalytique des P4504&.es voies abortives, non productives (découplagei indiquées en rouge, le cycle
court (en bleu) est obtenu par addition d’espéickes en oxygene, la voie réductase est indiquéeaeron. D’'aprés la these de P.
Lafite (Lafite 2007)

Une étude de I'époxydation des oléfines a aussiodémd que dans certains cas, I'oxydation du
substrat peut se faire a partir de deux espécetapailes : le fer-oxo [Fe=O] mais aussi I'espéce
hydropéroxyde [F&-OO0H] (Vaz, McGinnity et al. 1998).

L'utilisation d'agents oxydants donneurs datomesoxggéne (HO,, hydroperoxydes,
peracides,...) permet d’obtenir directement le Fay-@xpartir de I'état natif (en bleu sur la Figure |
7).
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Ce cycle catalytique idéal aboutit a la formaticumd métabolite pour chague molécule de substrat
et de NAD(P)H entrant dans le cycle. Toutefoigriive que ce couplage ne soit pas efficace et dan
ce cas, bien qu’il y ait consommation de NAD(P)élsubstrat n’est pas oxydé (voies en rouge sur la
Figure 1. 8). On parle alors de voies abortiveshon productives (découplage). Ceci se traduit par u
retour a I'état natif du complexe et par la produtd’espéeces réactives de I'oxygéne. Ce découplage
entre le transfert d’électrons et le transfert aliag¢s peut avoir lieu au niveau de plusieurs étdpes

cycle catalytique :

« Le complexe ferreufFe’’ — 0,] (étape 3) peut se décomposer, I'ion superoxydsi ain

généré pourra se dismuter et former du péroxydgdddgene.
[Fell —0,] - Fe!'' + 05
205 4+ 2H* - H,0, + 0,

. L’addition d'un proton sur l'oxygene proximal codmednt le fer du complexe
ferriqug Fe''' — 0,] (étape 4) ou de son équivalent hydropéroxo (étapgabconduire a la
formation d’'un équivalent de péroxyde d’hydrogene.

H+

H+
[Fel'" =0 —-0"] — [Fe!"—=0tH—-0"] — Fe'' + H,0,

H+

[Fe'" —0 —0OH] — [Fe'"—0*H—-0H] -» Fe'" +H,0,

* L’espece fer-oxo (étape 6) peut elle aussi redohétat natif en consommant deux protons

et deux électrons.

[FeV = 0] +2e~ + 2H* - Fe!'l + H,0
1.1.2.4 Caractérisation spectrale de l'interaction entre I'heme et un composé fixé au site actif

A I état natif, le complexe de Ee est en équilibre entre ses deux formes : un état $w@in
pentacoordiné dans lequel le fer est en dehorsldo ge 'héme et qui posséde un maximum
d’absorption aux environs de 390 nm et un étatspas hexacoordiné absorbant a 420 nm dans lequel

le fer est dans le plan de I'héme (voir Figure)l. 8

Lors de I'entrée d’'un composé qui se fixe au sitif,da signature spectrale dans le domaine UV-
visible du complexe va étre modifiée. On distindtms cas de figure (Schenkman, Sligar et al.
1981):
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Le composé hydrophobe entre dans le site actii@tse la molécule d’eau qui coordine le
fer. Le complexe se retrouve alors majoritairemsois forme pentacoordinée, avec un
maximum d’absorption a 390 nm. On observe alorspettre de différence (par rapport a
I'état natif) avec un pic a 390 nm et une vallé&28 nm. On parle alors idteraction de

type | qui est I'interaction la plus frequemment rencéatr

Le composé hydrophobe porte cette fois un atomeyd&ne capable de coordiner le fer de
I’'héme et qui se substitue a la molécule d’eau cemsirieme ligand du fer. Cette espéce
est F&' bas spin avec un pic de Soret & 420 nm. On obskeme un spectre de différence
résultant avec un pic a 420 nm et une vallée anB200n parle alors diteraction de type

| inversé.

Le composé hydrophobe porte cette fois un atomeotéaou de soufre accessible capable
de coordiner le fer de I'hnéme et qui se substitleeraolécule d’eau comme sixieme ligand
du fer. Cette espéce est'Heas spin avec un pic de Soret entre 425 et 4350mubserve
alors un spectre de différence résultant avec arempire 425 et 435 nm et une vallée entre

390 et 410 nm. On parle alorsrderaction de type Il.
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Type I inversé Amax= 420nm Type I Zmax = 390nm
Zmin = 390nm Zmin = 420nm

Type II Jmax = 425-435nm
: 2min = 390-410nm

. R
R\R

.n
P

Figure I. 8 : Différentes interactions structuralesobservées lors de la fixation d’'un composé au sigetif d’'un P450.
(Schenkman, Sligar et al. 1981; Mansuy, Battioni edl. 1989).BS : bas spin, HS : haut spin

I.1.3 Caractéristiques structurales

1.1.3.1 Un nombre de structures connues en expansion

Depuis le dépbt de la premiere structure de cytubr P450 bactérien en 1985 (P4h®
renommé CYP101 ) (Poulos, Finzel et al. 1985),dmiore de structures déposées sur la Protein Data

Bank (PDB - accessible a I'adredsip://www.rcsb.oryy n'a cessé de croitre de facon exponentielle

(voir Figure I. 9) et présente aujourd’hus9l structures différentes de P450s. La majoréé d
structures résolues sont issues de bactéries (&7€es dans la PDB). On compte 112 structures de
protéines d’eucaryotes (85 de mammiféeres, 15 denplggnons, 10 de plantes et 2 de poisson) et 9

structures de P450 d’archaebactéries.

1 au 13 mars 2012
21



INTRODUCTION

400
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structures déposées 3 M bactérie
B mammifere
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M plante
0
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Date de dépot

Figure I. 9 : Evolution du nombre de structures de @Ps déposée a la Protein Data Bank.

Le premier P450 cristallisé dont la structure badéfinition aux rayons X a été résolue est le
cytochrome P45)w (CYP101), issu d®seudomonas putigdat qui catalyse I'hydroxylation régio-
et stéréo- spécifique du camphre en 5-exo-hydrompbae (Poulos, Finzel et al. 1987). Cette
structure d’'un P450 soluble est restée longtemppanadigme pour I'étude des relations structure-

fonction des P450s, jusqu’a la résolution d’austesctures de P450s solubles au cours de la décenni
suivante.

Les structures des P450s membranaires de mamm#erdsquant a elles restées longtemps
inconnues, la cristallisation de domaines membrasas’avérant extrémement difficile. Il a donc
fallut attendre 2000 pour que soit déposée la manstructure de P450 de mammifere (Williams,
Cosme et al. 2000). Cette structure du CYP2C5,isoferme de lapin, a été résolue apres plusieurs
mutations de sa séquence et surtout la troncatuteimique domaine transmembranaire (en position
N-terminale) qui a été remplacé par un peptide dphite, rendant la protéine soluble. Il est accepté
gue ces modifications faites aux protéines memimnesma’affectent en rien leur repliement, ni leur
fonction, dans la mesure ou celle-ci conserventslectivités enzymatiques (Cosme and Johnson
2000; Pan, Abd-Rashid et al. 2011). Cette techn&gét® ensuite largement adaptée a la résolution de
structures de P450 membranaires. Le premier P4&@inyle CYP2C8, a ainsi été cristallisé en 2004
(Schoch, Yano et al. 2004) et, a ce jour 21 strestule P450s de mammiféres différents ont été
résolues (80 structures déposées a la PDB), demiriecipales sont répertoriées dans le Tableau |.
On notera que la famille 2 a été la plus étudiéedW des 16 isoformes présentes chez ’'homme dont
la structure a été résolue (voir aussi Tableai I. 3
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CYP Entrées PDB  Résolution @) Source Référence
CYP1A2 2HI4 1.95 Homo sapiens (Sansen, Yano et al. 2007)
CYP1B1 3PMO 2.70 Homo sapiens (Wang, Savas et al. 2011)
CYP2A13 (2 structures) Homo sapiens

dont 2P85 2.35 P (Smith, Sanders et al. 2007)
(12 structures) .
CYP2A6 Homo sapiens
dont 2PG5 1.95 (Sansen, Hsu et al. 2007)
12 structures
CYP2B4 ( ) Oryctolagus '
dont 3aMVR 1.76 cuniculus (Wilderman, Shah et al. 2010)
(3 structures) )
CYP2B6 Homo sapiens
dont 31BD 2.00 (Gay, Shah et al. 2010)
2 structures
CYP2CS (2 structures) Oryctolagus
dont INR6 2.10 cuniculus (Wester, Johnson et al. 2003)
(5 structures) .
CYP2C8 Homo sapiens
dont 2NNH 2.60 (Schoch, Yano et al. 2008)
(3 structures) .
CYP2C9 Homo sapiens
dont 1R90 2.00 (Wester, Yano et al. 2004)
(2 structures) )
CYP2D6 Homo sapiens
dont 3QM4 2.85 (Wang, Savas et al. 2012)
CYP2E1 (6 structures) Homo sapiens
dont 3T3Z 2.35 P (Devore, Meneely et al. 2011)
(3 structures) )
CYP2R1 Homo sapiens )
dont 3CZH 2.30 (Strushkevich, Usanov et al. 2008)
(9 structures) )
CYP3A4 Homo sapiens )
dont 3NXU 2.00 (Sevrioukova and Poulos 2010)
(2 structures) )
CYP7A1 Homo sapiens
dont 3SN5 2.75 n/p
(2 structures) )
CYP8Al1 Homo sapiens ) )
dont 3B6H 1.62 (Li, Chiang et al. 2008)
CYP19A1 3EQM 2.90 Homo sapiens (Ghosh, Griswold et al. 2009)
(2 structures) )
CYP17A1 Homo sapiens
dont 3SWzZ 2.40 (DeVore and Scott 2012)
CYP21A2 3071 3.00 Bos taurus n/p
(2 structures) .
CYP24A1 Rattus norvegicus )
dont 3K9V 2.50 (Annalora, Goodin et al. 2010)
(6 structures) )
CYP46A1 Homo sapiens .
dont 3MDM 1.60 (Mast, White et al. 2008)
(3 structures) )
CYP51A1 Homo sapiens .
dont 3I3K 2.80 (Strushkevich, Usanov et al. 2010)

Tableau I. 1: Les 80 structures des P450s de mammif&s déposés a la Protéine Data BanlStructures déposées avant le
08/03/12. n/p : non publié

11.3.2 Un repliement tres conservé

Pour tous les P450s, qu’ils soient solubles ou mangires, de classe I, Il, Il ou 1V, et malgré de
faibles pourcentages d’identité entre leurs ségqeepcotéiques primaires (le P42Q bactérien et le
CYP3A4 humain ne partagent que 23 % d’identité@tpience protéique) le repliement général et la

topologie de tous les P450s cristallisés sont igees. Toutes les structures cristallographiques de
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P450s ont une forme de prisme a base triangulainé ld hauteur, pour la partie non membranaire,
mesure environ 70 pour une base de AQvoir Figure |. 1Q. Ce repliement est caractéristique des
P450s et n'a été, a ce jour, retrouveé pour aucutre g@rotéine n'appartenant pas a la super-famédle
P450.

CYpP101 CYP3A4

Figure 1. 10 : Comparaison d'une structure de P45Mmactérien avec une de P450 de mammiferee CYP101 (code PDB :
2CCP) et le CYP3A4 (code PDB ITQN) sont représentiésm a8 méme orientation. Les hélices sont colosterouge, les feuillefd en

mauve, I'héme est représenté en batons rosessteede la protéine est en gris

La nomenclature utilisée pour les éléments de tstres secondaires est celle définie par Poulos en
1985 (Poulos, Finzel et al. 1985) lors de la puattion de la toute premiére structure de P450, le
P45Qam - Les 12 hélicest sont identifiées par des lettres majuscules (deld. Les feuilletf3 sont
eux numérotés de 1 a 5. Cette nomenclature a er&@gitenrichie au fur et a mesure de la découverte
de nouvelles structures secondaires. De courtasebéhdditionnelles ont été identifiees dans les
structures résolues postérieurement. Elles onh@témées B’, F,... en fonction du nom de I'hélice

qui les précéde.
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Domaim

Figure 1. 11: (A) Topologie et éléments de structuse secondaires du cytochrome P450 BM-3 d’apreés Grahaet Peterson
(Graham and Peterson 1999) es hélices sont représentées en barres rougesgiecur proportionnelle a la taille de I'hélices lwrins
B par des fleches bleues et 'héme par un carrégerdB) Structure du cytochrome P450 BM-3 annotée (codeDB 2HPD). Les

hélices C', J', K’ et K” ainsi que les feuillets2¢et 5 ne sont pas indiqués par souci de visibilité

On distingue deux régions dans la structure de®$45n domain& riche en hélices bien
structuré et un domainf composé essentiellement de feuillets et de bougigsprésente une
flexibilité plus importante (Figure I. 11).
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Les régions les plus conservées d'un point de uwoéctaral sont celles qui participent a
l'activation du dioxygéne par le complexe hémeittm Cet ensemble est composé de trois hélices
paralléles (les hélices D, L et |) ainsi que delite E. De plus, afin d’assurer la stabilité dyahd
cystéinate coordinant 'héme, une structurationtiparere de la boucle contenant la cystéine est
observée dans toutes les structures de P450s.r@egament, appelé Cys-pocket correspond a la

formation de deux liaisons hydrogenes entre laéystet deux amides du squelette peptidique.

Les régions les plus variables, quant a ellesespondent a celles qui forment la cavité distale au
dessus de 'heme comprenant le site actif ainsiegieanaux d’acceés des substrats et du solvies, el
correspondent aux hélices B’, F, G et a la boue@ (gui comprend les hélices F' et G’ dans les

protéines membranaires.

Les homologies structurales sont encore plus féotsgue I'on compare les P450s de mammiféres
(Otyepka, Skopalik et al. 2007). Les structurest saisément superposables, avec une bonne
conservation du positionnement de ’heme et deofatipn des canaux d’acces au site actif comme on

peut le voir sur la Figure 1. 12.

CYP2D6 & CYP2C5

Figure |. 12: Superposition de deux structures de 450 de la famille 2, le CYP2D6 (code PDB : 2F9Q) & CYP2C5 (code
PDB : 1DT6) Les hélices sont colorées en rouge, les feufles mauve, 'héme est représenté en batons. Lededh protéine est en

gris. RMSD entre les deux structures 0844
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11.3.3 Topologie du site actif

Le site actif des P450s est une cavité hydrophitbéesen position distale par rapport a I'neme. Il
est délimité par les hélices F, G et |, les bouB&S, C-terminale et K-K'. Cette topologie générale
présente, mis a part le positionnement de I'héliceles disparités selon la nature (soluble ou
membranaire) du P450, illustrées sur la Figure3l. Ainsi, la boucle F-G des P450s solubles qui
forme le toit du site actif est remplacée par lékcks F' et G’ des P450s membranaires, une grande
variabilité est aussi observée au niveau de lalbdiC et de I'hélice B’ et I'arrangement spatiaisd
hélices F et G difféere selon le type de P450.

Figure I. 13: Superposition des structures secondas bordant la cavité du P45@,y bactérien (en vert, code PDB : 1AKD)
et du CYP2R1 humain (en jaune, code PDB : 3CZH)L.'héme est représenté en stick, le fer en sphéréah Der Waals. Les deux
vues correspondent a une rotation de 90° de latsteu

En 1992, Gotoh a publié une carte des sites denmeissance de substrats (SRS ou substrate
Recognition Site) des P450s de mammiferes de ldléath(Gotoh 1992). Ces données obtenues par
un simple alignement manuel des séquences avee dellP45@,, ont permis de délimiter 6
domaines (notés SRS1 a SRS6), répartis sur tdahtede la séquence protéique. lls définissent les
sites de reconnaissance des substrats avec I'apo@moCes domaines forment des blocs homogénes
qui présentent une forte variabilité de séquencette variabilité ainsi que le positionnement des
éléments structuraux du site actif peut donc explida grande diversité de substrats pris en charge
par les P450s.
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En 2011, une mise a jour de ce travail a été eféect partir des structures cristallographiques et
d’expériences d'arrimage moléculaire (docking) (Zaw, Ching et al. 2011). La seule différence
majeure par rapport a la cartographie présenté&ptoh est I'apparition de deux nouvelles régions
d’interaction substrat/protéine (SRS1’a et SRS&tbamont du SRS1 (Figure I. 14).

[A]

SRS 1’'a SRS 1’'b
CYP2C9Hum VEILHGYE
CYP2B4Hab VVLCGTD
CYP3A4Hum LATTDPD
s
p1
[B]
SRS 1
CYP2C9Hum AVKEALI -EF SGRGIFPLAERANRGFGIVFSN IRR
CYP2B4Rab ATREALVDQAE-AF SGRGKIAVVDPIFQGYGVIFANGERWRALRR
CYP3A4Hum MIKTVLVKECYSVE TNRRPFGPVGFMKSARS TAED -- EEWKRLES
[ I I
oB oB’ aC

Figure I. 14: lllustration de différents SRS obtens par alignement de séquence (en jaune) ou par coempison de structures
(en vert). [A] : les deux nouveaux domaines identé#s en 2011, [B] : un domaine SRS similaire, le SR&entifié par Gotoh en
1992.Les SRS sont projetés sur un alignement des séqdadeYP2C9, CYP3A4 humain et CYP2B4 de lapin, d’affawaira,
Ching et al. 2011)

11.3.4 Interaction avec la membrane

Contrairement aux P450 procaryotes, les P450 difgates sont généralement des protéines
membranaires. La plupart sont localisés au niveadadmembrane du réticulum endoplasmique.
Toutefois quelques P450s de mammiferes impliqués ¢t biosynthese de stérols, ou de stéroides,
comme le CYP27B1 par exemple, sont situés sur tabmene interne des mitochondries (Paulson and
DelLuca 1985). L'adressage de la protéine a la fmnitodrie est rendu possible par la présence d’'un
peptide signal de 30 a 50 acides aminés qui gaitl@hslocation de la protéine. Un fois le trarisder

P450 mitochondrial effectué, le peptide signalcéisé (Omura and Ito 1991).

On peut supposer que l'interaction de la membraee & domaine catalytique du P450 facilite

'entrée de substrats hydrophobes depuis la merabetroriente le P450 de fagon a garantir une
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interaction optimale avec ses partenaires rédoto¢byome P450 réductase, cytochrob®. Il est
toutefois accepté que I'absence du domaine N-tedmiaffecte en rien I'activité catalytique du P450
I'expression d’enzymes tronquées et actives ayantefiectuée pour de nombreux isoformes (von
Wachenfeldt, Richardson et al. 1997; Cosme andstohR000; Strushkevich, Usanov et al. 2008).

hY

L’ancrage principal des P450s a la membrane se pgait un domaine prédit comme
transmembranaire en partie N-terminale. Cette régiontient successivement une vingtaine de
résidus apolaires (partie enfouie) suivie d'un moinserve riche en proline, comprenant des résidus

chargés positivement (en interaction avec les f@iémires des phospholipides) comme représenté sur

la Figure I. 15.
cypP2c8 1' ------- MEP- - - -FVVLVLCLSFMLLFSLWRQSCRRRKLPPGPTP
CYP2D6 1 -en--- MGLEA- - - -LVPLAV-IVAIFLDLMHRRQRWAARYPPGPLP
CYP1A2 1 MALSQSVPFSATELLLASAIFCLVFWVLKGLRPRVPKGLKSPPEPWG
CYP3A4 1 MAL | PDLAMET - - - -WLLLAVSLVLLYLYGTHSHGLFKKLGIPGPTP

domaine hydrophobe domaine riche en proline

Figure 1. 15: alignement des séquences N-terminalde P450s humainsAlignement effectué avec MUSCEREdgar 2004)

L’étude de l'association de P450 avec une monoaudh phospholipides de type Langmuir-
Blodget a montré que l'aire déplacée par le P456 fke son association avec la membrane est
supérieure a laire d’'une simple hélice transmemaira (Shank-Retzlaff, Raner et al. 1998). Il

existerait donc d’autres motifs structuraux enrextgon avec la membrane.

Une des particularités des structures de P450syaiea est la présence de nouvelles hélices entre
F et G : soit deux courtes hélices F' et G’ (comua@s le CYP2C5 ou le CYP2R1) soit une seule
hélice plus longue F' (comme dans le CYP2B4). Ceitgon est composée majoritairement de résidus
hydrophobes et est localisée au voisinage immédiatomaine N-terminal. Il a donc été envisagé que
ces hélices soient en interaction avec la memboanméme qu’elles soient enfouies dans celle-ci.
Cette suggestion a été confirmée par I'étude diegpgs du CYP2B4 (De Lemos-Chiarandini, Frey et
al. 1987), des études de fluorescence sur le CYPMEAbovin (Headlam, Wilce et al. 2003), des

! http://www.drive5.com/muscle/
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expériences de mutagéneése (Williams, Cosme et08l0;2Williams, Cosme et al. 2003) et des

expériences de lyse trypsique (Pikuleva, Mast.e2Q08; Mast, Liao et al. 2009).

De méme, l'étude par fluorescence des tryptophale£YP2C2 de lapin (Ozalp, Szczesna-
Skorupa et al. 2006) montre que des tryptophaned’hdice A et du brin[32-2 voient leur
fluorescence diminuée en présence de phospholipiadifies afin dequencherl’émission de
rayonnements. Ces deux éléments de structure ssoensont donc aussi potentiellement en

interaction avec la membrane.
Deux autres parametres caractérisant I'interagirotéine / membrane ont été étudiés :

» L’orientation de I'néme (et donc de la protéiney papport a la membrane a pu étre
estimée entre 50° et 70° pour les CYP17 et CYP2létewliant la décroissance de
I'absorption anisotrope consécutive a la dissomiatdes complexes [f&€O] (Ohta,
Kawato et al. 1992).

* Une étude de microscopie a force atomique a awssnip de déterminer que le P450
affleurait a une hauteur de 35 a 45 nm au-dessuplatu supérieur de la membrane
(Bayburt and Sligar 2002).

Grace a tous ces éléments, la position et l'ortetales P450s mammiferes a pu étre déterminée
et la construction de modéles d’assemblage en naralites CYP2C5 (Williams, Cosme et al. 2000),
2B4 (Zhao, White et al. 2006) et 2C9 (Berka, Henboya et al. 2011; Cojocaru, Balali-Mood et al.
2011) a démontré l'importance de cette interactmtamment pour l'incorporation de substrats

hydrophobes au site actif de I'enzyme.

1.1.3.5 Interaction avec la cytochrome P450 réductase chez les eucaryotes

*»+ Structure des P450 réductases.

En parallele a I'étude structurale des P450s, iatlisation de son principal partenaire rédox, la
P450 réductase, a fait I'objet d’efforts soutertts.1997, la premiere structure de P450 réductase (d
rat) a été déposée a la PDB (Wang, Roberts et98l7)1 Aujourd’hui, on compte une vingtaine de
structures déposées dont celle de la P450 rédubtanaine (codes PDB : 3QE2, 2QFC et 3QFR)
(Xia, Hamdane et al. 2011). Comme pour les P4%0s2ductase est ancrée a la membrane par une
hélice N-terminale transmembranaire ; cette parte tronquée afin de pouvoir produire une pretéin
soluble compatible avec les conditions de crisafion. Les structures publiées ont permis de

distinguer 4 éléments structuraux caractéristigdes P450 réductases : un domaine N-terminal
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comprenant un cofacteur FMN, un domaine de liaisonP450, un domaine a flavine FAD et un
domaine C-terminal de liaison au NADPH (voir Figliré6).

Figure I. 16 : Les quatre domaines structuraux de 18450 réductase humaine (code PDB : 3QE2, protéit®nquée de 63
résidus en partie N-terminale).La protéine est représentée en mode cartoon, fastears en baton. Le domaine N-terminal a FMN
est coloré en rose, le domaine de liaison au PA%0er, le domaine a flavine FAD en vert et le dovaale liaison au NADPH en

orange.

«»+ Interaction et transfert d’électrons au P450.

Contrairement aux P450s tronqués qui sont actifdgmdala délétion de leur hélice
transmembranaire, les formes solubles de réduadasenammifére ne sont pas capables de
transférer des électrons aux P450s. L'ancrage deeceymes a la membrane semble étre
nécessaire pour assurer une bonne orientationakpates centres rédox et ainsi assurer un
transfert d’électron efficace (Gideon, Kumari et2412).

L’étude de ces assemblages (P450, P450 réductaseiche lipidique) reste complexe et
I'orientation relative de la réductase par rappartP450 non totalement élucidée. La composition
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lipidique de la membrane affecte en effet lintéi@t entre P450 et réductase (Ingelman-

Sundberg, Haaparanta et al. 1981; Ingelman-SundB&gck et al. 1983).

Cependant des expériences d'arrimage moléculairan@/VV Roberts et al. 1997) et de
mutagénese dirigée (Zhao, Modi et al. 1999) onttnéoque la principale zone d’interaction de la
réductase avec le P450 était située au niveau duaide a FMN via une interaction
principalement électrostatique accompagnée d’'undlifioation conformationnelle, la P450
réductase adoptant alors une conformation ouvEigeie |. 17) propice au transfert d’électrons.

Figure I. 17 : Structure ouverte d’'une P450 réductae Protéine chimérique humaine / de levure. D’aprésigrain (Aigrain,
Pompon et al. 2009)

1.1.3.6 Les canaux d’acces au site actif

Le site actif des P450s étant profondément enfouc@ur de la protéine et a proximité du
complexe héme-thiolate, donc completement isoléniieu extérieur, I'identification des chemins
d’entrée et de sorties du solvant et des subststtan enjeu crucial afin, notamment, de comprendre
les spécificités de substrat observées. L'ouverttita fermeture de canaux d’entrée de substrats on
tout d’abord été observés et caractérisés par geériences de dynamique moléculaire sur des
structures de P450 bactériens au cours desquelstie sous contrainte du substrat du site detif
'enzyme permettait de définir les canaux d’acdasdémann, Lounnas et al. 2000). L'étude s’est
ensuite élargie aux structures de P450s de manawif@@tyepka, Skopalik et al. 2007). Les
expériences de dynamique moléculaire ont été aleées au profit d’algorithmes - CAVER (Petrek,
Otyepka et al. 2006) puis MOLE (Petrek, Kosinovale2007) - explorant les cavités de la protéine

avec une sonde afin de trouver des voies d’accestatactif (Cojocaru, Winn et al. 2007; Winn,
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Cojocaru et al. 2007). Une nomenclature de cesusadacces, bien qu’historiqguement plus adaptée
aux structures bactériennes, est aujourd’hui églipour caractériser les canaux d’'acces au sife act
aussi bien pour les P450s bactériens que pour488sPde mammifere. Elle est présentée dans la

Figure I. 18 et le Tableau I. 2.

Le canal 1 est un canal rare qui n'a été obsereéqgule P456h. Les canaux de la famille 2 sont
tous localisés au voisinage de la boucle B-C dthedice B’. C’est une région trés variable ausisirb
en termes de séquence gqu’en termes de structgrg ebnditionne donc la spécificité de substrat de
chaque isoforme. La boucle B-C a d’ailleurs éténiifiée comme I'un des six sites de reconnaissance
de substrat (SRS) des P450s de la famille 2 (Gb88R). Les canaux 3, 4 et 5 sont, au méme titre que
le canal 1, rarement observés, les canaux S etrWérgequant a eux a la diffusion de I'eau du fat d
leurs orientations et de leurs largeurs non corblestiavec le passage d’'un substrat (Poulos, Fatzel
al. 1987). Il existe cependant des exceptions piisqcanal S d'un rayon minimal de 232
(suffisamment large pour le passage d’'un subsdratg observé sur le CYP2D6 (Rowland, Blaney et
al. 2006). Il est donc possible que le canal Saassi une voie d’entrée des substrats au sitedscti

'enzyme.
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O

Boucle F-G

Figure 1. 18 : Représentation des différents canaud’acces des P4508Vinn, Cojocaru et al. 2007). Les différents canaart
visualisés sur la protéine P45 (code PDB : 1AKD). La protéine est représentéeatoon gris, 'héme en batons. Les deux vues A
et B (reliées par une rotation de 90°) sont nécesssai la visualisation de tous les canaux. La leoBeC est colorée en magenta, la
boucle F-G en vert. Les ouvertures des canaux repmésentées par des cercles positionnés en sutéate protéine. Les canaux
identifiés par une méme couleur sont liés parrfiméme mode d’ouverture (2a, 2b, 2c, 2ac, 2f egea@i 4, 2c, 2e en vert), (ii) leur
fonction (canaux solvant-S et water-W en bleu)iuogux identifiés plus récemment (canal 5 erlatp
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canal Localisation Commentaire
1 ent're les hélices C/C' et H ou L, proche de la boucle G-H et du Canal rare - identifié sur P450csy
feuillet 32
2a entre la boucle F-G, I'hélice B', la boucle B-B' et le feuillet 1
2b entre la boucle B-B' et les feuillets 1 et 33
2c entre les hélices B', G, | et la boucle B-C
2ac entre I'extrémité de la boucle B-C et I'hélice G canal situé entre les canaux 2a et 2c
2e a travers la boucle B-C
2d proche du canal 2a. Sortie du canal entre les hélices A et A'
2f proche du canal 2a. Sortie du canal entre I'hélice F et la boucle F-G
3 entre les hélices F et G ou au niveau de la boucle E-F canal rare
a4 3 travers la boucle F-G canal rare —ex: Cz\gza? (Li, Baudry et al.
5 entre les hélices K et K' canal rare — ex : CYP2A6
Solvant (S) | entre les hélices E, F, | et le feuillet 5
Water (w) sortie c'lu canal él Ial I?ase dela bouclg B-C a proximité de I'extrémité entrée de la moléculg d'eau entrant
C-terminale de I'hélice B, canal proximal dans le cycle catalytique du P450

Tableau I. 2 : Localisation des canaux d’acces au sifctif des P450s (Winn, Cojocaru et al. 2007)

I.1.4 Les cytochromes P450 humains

Le séquencage du génome humain (achevé en 200@)teéngu’il existe 57 genes codant pour
des cytochromes P450. Ces enzymes sont membrana@daines ancrées aux membranes du

réticulum endoplasmique, d’autres aux membranesniteshondries.
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P450 Tissus d'expression principaux Locallsatclon Activité caractéristique
cellulaire
1A1 Poumons RE 3-hydroxylation du benzo[a]pyréne
1A2 Foie RE N3-déméthylation de la caféine
1B1 Foie et reins RE 4-hydroxylation du 17(3-estradiol
2A6 Foie et poumons RE 7-hydroxylation de la coumarine
2A7 Peau
2A13 Mugueuse nasale RE activation de la 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone
2B6 Foie et poumons RE N-déméthylation de la (S)-mephenytoine
2C8 Foie RE 60-hydroxylation du taxol
209 Foie RE 4'-hydroxylation du diclofénac
2C18 Foie RE
2C19 Foie RE 4'-hydroxylation de la (S)-mephenytoine
2D6 Foie RE 4-hydroxylation de la débrisoquine
2E1 Foie et poumons RE 6-hydroxylation de la chlozoxazone
2F1 Poumons RE activation du 3-méthylindole
2)2 Coeur RE hydroxylation de I'ébastine
2R1 RE hydroxylation des vitamines D2 et D3
2581 Poumons RE hydroxylation de I'acide trans rétinoique
2U1 Cerveau et thymus RE hydroxylation d'acides gras a longue chaine
2w1
3A4 Foie et intestion RE 6B-hydroxylation de la testostérone
3A5 Foie et poumons RE 6B-hydroxylation de la testostérone
3A7 Foie foetal RE 6B-hydroxylation de la testostérone
3A43 ARNm détecté dans les gonades (RE)
4A11 Foie RE w—hydroxylation d'acides gras
4A22 RE
4B1 Poumons RE w—hydroxylation de I'acide laurique
4F2 Foie RE w—hydroxylation du leucotriéne B,
4F3 Neutrophiles RE w—hydroxylation du leucotriéne B,
4F8 Vésicules séminales RE w—2-hydroxylation de prostaglandines
4F11 Foie RE
4F12 Foie RE w,w—2—hydroxylation de I'acide arachidonique
4F22
4v2 oxydation d'acides gras
4X1 Cerveau oxydation d'acides gras
471
5A1 Plaquettes RE synthése du thromboxane A2
7A1 Foie RE 70—hydroxylation du cholestérol
781 Cerveau RE 70-hydroxylation de la déhydroepiandrostérone
8A1 Aorte RE synthese de la prostacycline
8B1 Foie RE
11A1 Glandes adrénales Mi coupure de chaines latérales du cholestérol
11B1 Glandes adrénales Mi 11-hydroxylation du 11-desoxycortisol
11B2 Glandes adrénales Mi 18-hydroxylation de la corticostérone
17A1 Tissus stéroidogénes RE 170a-hydroxylation de stéroides
19A1 Tissus stéroidogénes
20A1
21A2 Tissus stéroidogénes RE 21-hydroxylation de la 17-hydroxyprogestérone
24A1 Reins Mi 24-hydroxylation de la 25-hydroxyvitamine D3
26A1 RE 4-hydroxylation de I'acide rétinoique
26B1 Cerveau RE 4-hydroxylation de I'acide rétinoique
26C1
27A1 Foie Mi 27-hydroxylation de stérols
27B1 Reins Mi 1-hydroxylation de la vitamine D3
27C1
39A1 Foie RE 7-hydroxylation du 24-hydroxycholestérol
46A1 Cerveau RE 24-hydroxylation du cholestérol
51A1 Foie RE 140-déméthylation du lanostérol

Tableau I. 3 : les 57 cytochromes P450 humains, leutocalisations et leurs activités caractéristiqueactivités historiques
qui ont permis de détecter le PA50RE : Reticulum endoplasmique, Mi : Mitochondrie, d&pGuengerich, 2005)
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Parmi ces 57 P450s humains, quinze environ somtusopour étre impliqués dans la phase |

du métabolisme des xénobiotiques (voir Tableau)l. ¥ participent ainsi a I'élimination des

composés exogenes comme les médicaments, lesganines polluants. On dénombre aussi environ

20 P450s impliqués dans la biosynthese et la datjeaxddes stérols, vitamines et eicosanoides. Parmi

les P450s dont le réle biologique est encore iagedu inconnu, on peut distinguer ceux qui sentblen

étre impliqués dans la dégradation des eicosanaigetans la mono-oxygénation des acides gras.

Enfin les 15 P450s dont I'existence est connue ideleuséquencage du génome humain mais dont

I'étude du réle biologique est incompléte ou ineise sont appelés « P450s orphelins ».

Métabolisation

Role endogéene

Role biologique incein ou inconnu

des xénobiotiqueq Stérols Eicosanoides Vitamines Acides gras Eicosanoides helng
1A1 1B1 5A1 24A1 2J2 4Fz 2A7
1A2 7A1 8A1 26A1 4A11 4F: 2R1
2A6 7B1 26B1 4B1 4F¢ 251
2B6 8B1 27B1 4F1z 2U1
2C¢ 11A1 2W1
2C¢ 11B1 3A43
2C1¢ 11Bz 4A22
2C1¢ 17A1 4F11
2D6 19A1 4F2z
2E1 21A2 4v2
2F1 27A1 4X1
3A4 39A1 20A1
3A5 46A1 26C1
3A7 51A1 27C1

Tableau I. 4 : Classification des P450s humains baséur leur principal substrat (Guengerich, Wu et al 2005) Cette

classification est arbitraire, certains P450s patiésre rangés dans plusieurs colonnes (CYP3A4xgamgle).
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I.1.5 Les cytochromes P450 du cerveau

Le taux d’expression de P450 dans le cerveau paitela premiére fois évalué chez le rat a
environ 30 pmol/mg de protéine ce qui correspoB&edu niveau atteint dans le foie (Sasame, Ames
et al. 1977). Chez 'homme, selon les auteurs,ne@ése taux correspondraient a 1 & 10 % de ceux
relevés au niveau hépatique. Toutefois, ces résul@ prennent pas en compte une distribution non
uniforme des P450s au sein de l'organe. En dffejuantité et la nature des P450s différent sklon

région de cerveau considérée (voir Tableau I. 5).

Par exemple la proportion de P450s présents dares\elet est la plus élevée (Warner, Kohler
et al. 1988). Il existe aussi quelques P450s exqwinke facon prédominante dans le cerveau: le
CYP26B1 présent dans le cervelet et le pont de l¥aou le CYP46A1 présent dans I'ensemble de
'organe, en sont des exemples. Ces enzymes exgsisecifiguement dans le cerveau ne sont pas
impliquées dans le métabolisme de xénobiotiques passedent des fonctions endogénes majeures
comme la régulation de la biosynthése du choldstérde métabolisme de la vitamine A (Karlgren,
Miura et al. 2005).

Plus récemment, des techniques plus sensiblesegWéektern Blot, comme la RT-PCR, le
Northern Blot ou I'hybridationn situ, ont permis de détecter d’autres P450s dans ieaer. ainsi,
des P450s de la famille 4 ont été identifiés dansalrtex, le cervelet et le tronc cérébral (Bylund,
Zhang et al. 2002). A I'heure actuelle, on ne cdénpas de fonction physiologique ni d'activité

enzymatique précise pour ces P450s.

Le fait que le taux de certains P450s dans leeeensoit faible ne signifie pas qu’ils n'aient
pas une importance capitale dans certaines forsctpdrysiologiques. Ainsi le CYP19, également
appelé aromatase, catalyse la conversion d’andesgén cestrogénes dans une zone tres particuliere
du cerveau et joue un réle physiologique capitals@i, Liu et al. 2009).
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Cortex Cervelet Ganglions Hippocampe Substance Bulbe Pont
de la base noire rachidien de Varole

CYP1A1 + + + + + - +
CYA1A2 + + + ND + . +
CYP1B1 + + + + + + -
CYP2C8 + + + ND ND - -
CYP2D6 + + + + + -

CYP2E1 + + + + + +

CYP2U1 ND + ND ND ND ND ND
CYP3A4 + - ND ND - -
CYP3A5 + - + ND ND - -
CYP26B1 + + - ND ND + +
CYP46A1 + - + + + - ND

Tableau I. 5 : Présence des ARNm de quelques P450and différentes régions du cerveau humain (DutheiBeaune et al.
2008) ND : non déterminé

.2 Les cytochromes P450 orphelins chez 'hnomme

1.2.1 Déorphelinisation en cours

Lors de la publication de la liste des P450s humanphelins en 2005 (voir Tableau I. 4), on ne
connaissait que trés peu de chose sur ces pratépasent, seule I'existence du géne était connue.
Depuis, de nombreuses équipes se sont penchéesr8lé biologique de cette quinzaine d’isoformes.
Sont regroupées, ci-dessous, les principales décmsv faites pour chaque P450 orphelin ces

dernieres années:

CYP2A7 : Trés proche du CYP2A6 avec 96% d’identité de sécpienmicléotidiquelexpression
de cet isoforme a été étudiée ainsi que le polymsmpe génétique qui lui est associé. Il existeiauss
sous la forme d'un variant d’épissage présent desdibroblastes de peau. Aucun substrat n’est
encore connu. (Ding, Lake et al. 1995; Fukami, Nalaet al. 2006).

CYP2R1 : Le réle biologique du CYP2R1 a été élucidé en 28@2c la découverte de sa capacité
a hydroxyler en position 25, les deux formes détmine D : les vitamines D2 et D3 (Cheng, Motola
et al. 2003). Cristallisé en complexe avec leswiiteés D3 puis D2, sa structure tridimensionnelte es
déposée a la PDB depuis février 2008 (Strushkeldshnov et al. 2008).
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CYP2S1 : Cette isoforme est fortement exprimée dans desistietrahépatiques (trachée,
poumons, estomac, intestin gréle, rate,...) (Rylandeve et al. 2001). L’expression du CYP2S1 chez
I’'hnomme est inductible par un certain nombre deéowles cancérigénes telles que la dioxine (Rivera,
Saarikoski et al. 2002) et par les UV (Smith, Wadl&l. 2003). Enfin, deux activités enzymatiques o
été découvertes : le CYP2S1 catalyse I'hydroxyratie I'acide trans rétinoique (Smith, Wolf et al.
2003) et, surexprimé dans la levure, il transfoteneaphtaléne en deux métabolites non identifiés a

ce jour (Karlgren, Miura et al. 2005).
CYP2UL1 : détaillé infra (paragraphe 1.3)

CYP2WL1 : La recherche par Northern Blot du CYP2W1 dans diffés tissus est longtemps
restée infructueuse, les taux d’ARNmM détectés dtantbas et la protéine non détectable en Western
Blot (Karlgren, Miura et al. 2005). L’'expression dette enzyme a ensuite été établie et ce, a de hau
niveaux d’expression, dans certaines tumeurs (Karlgsomez et al. 2006; Gomez, Nekvindova et al.
2010). Surexprimé dang. coli, le CYP2W1 montre une activité hydroxylase sunddle, la
benzphetamine, le 3-methylindole et la chlorzoxaz(chloro-3H-benzoxazol-2-one). (Wu, Sohl et
al. 2006; Yoshioka, Kasai et al. 2006). D’'un paletvue structural, bien que cette isoforme n’agt pa
éte cristallisée, la topologie du site actif a d&terminée avec la construction d’'un modéle par

homologie (Li, Tang et al. 2009).

CYP3A43 : Quatrieme membre de la sous-famille 3A, le CYP3/t®sede de 71 a 76%
d’identité de séquence avec les autres CYH3én que détecté dans le foie, les reins, le pasoeéla
prostate, les taux d’expression du CYP43A3 sostfaibles (moins de 0.1% des taux observés pour le
CYP3A4). Au contraire, dans le cerveau, son tauwxpfession est 10 fois supérieur a celui du
CYP3A4. La protéine recombinante métabolise alakirbzolam (Agarwal, Kommaddi et al. 2008)
ainsi que la testostérone (Domanski, Finta et @D12 Son orthologue chez le macaque a été
surexprimé dang. coli et présente une activité d’hydroxylation du maam en position 1 (Uno,
Matsuno et al. 2009).

CYP4A22 : On connait tres peu de chose sur cette isoformagtemps confondu avec le
CYP4AL11 avec lequel il partage 95% d’identité dguséce, il est plus faiblement exprimé que celui-
ci aussi bien dans le foie que dans les reins &Betle, Wang et al. 2003). Le polymorphisme
génétique a été étudié sur différentes populatiomstrant que cette protéine est faiblement conservé
avec plus de cing alléles différents du géne démasi¢Hiratsuka, Nozawa et al. 2006; Lino Cardenas,
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Renault et al. 2011). D’'autre part, un modéle $tmat a permis de déterminer la topologie du site

actif et les voies d’acces a celui-ci (Gajendrakxsshnamoorthy et al. 2010).

CYP4F11 : Détecté dans les principaux organes de métaboliséiie, reins, caeur, muscles), |l
est trés proche des autres représentants de sdastlls avec de 79 a 82% d’identité de séquence
(Cui, Nelson et al. 2000). Suite a son express#&@rblogue dank. coli, une série de substrats a été
découverte : le CYP4F11 catalyseohydroxylation d’'un grand nombre d'acides gras @.an

Salamanca-Pinzon et al. 2010).

CYP4F22 : Une mutation sur le géne CYP4F22 semble étre extiorlavec I'apparition d’'une
maladie génétique affectant la peau, l'ichtyosediaire (Rodriguez-Pazos, Ginarte et al. 2011).
Exprimé dans la levure S. cerevisiae, le CYP4F22alyse I'hydroxylation d'acides gras tels que

I'acide arachidonique (Nilsson, Ivanov et al. 2010)

CYP4V2 : Une mutation sur le géne CYP4V22 est en relatiogcdiapparition d’'une maladie
oculaire génétique, la dystrophie cristalline detBiLi, Jiao et al. 2004). Comme pour le CYP4E22
I'ichtose lamellaire, cette maladie est associém @léréglement des voies de biosynthése des acides
gras et il a été démontré que le CYP4V2 peut catalbhydroxylation en bout de chaine d’acides gras
saturés (Nakano, Kelly et al. 2009; Mackay and ¢tdl2011). Un modéle de cette isoforme construit
par homologie donne une cartographie du site attides expériences d'arrimage moléculaire

(docking) ont permis d’identifier les relationswstture/activité au sein du site actif (Kumar 2011)

CYP4X1 : Initialement, on pensait que cette isoforme étedispnte uniquement dans certaines
parties du cerveau (cortex, hippocampe, cerveltlu(d, Zhang et al. 2002). Chez la souris, c’est
méme le principal P450 exprimé dans le cerveauAfiky, Horley et al. 2006). Il a ensuite été
détecté dans le cceur, la prostate, le foie, ainsi dpns les seins. Les premiéres activités ont été
découvertes : la protéine humaine exprimée danscoli présente une activité catalytique
d’hydroxylation sur 'anandamide et sur des acgies (Stark, Dostalek et al. 2008).

CYP20AL1 : La seule information connue a ce jour pour le CY®R@st la distribution de son
ARNmM dans les tissus : il est localisé préférelaiieént dans la substance noire, I’hippocampe et les
amygdales mais aussi et ce dans une moindre melsung Je reste du cerveau et le foie (Stark, Wu et
al. 2008). Il a été exprimé dans E. coli mais aecactivité enzymatique n’'a encore été détectée pour
cette isoforme (Stark, Wu et al. 2008).

CYP26C1 : Cette isoforme métabolise les acides rétinoiquedidgoes dans la morphogénese et la

différenciation cellulaire (Taimi, Helvig et al. @@). Il existe un polymorphisme génétique associé a
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cette enzyme et la protéine, lorsqu’elle est ex@einsous une forme inactive, est associée a une

malformation congénitale : la spina bifida (Rat)dit-Laden et al. 2006).

CYP27C1 :I'ARNm du CYP27C1 a été retrouvé dans le foie,rigss, le pancréas et quelques
autres tissus et la protéine a été exprimée danslHWu, Bartleson et al. 2006) mais aucun swbstr

n'a encore été découvert.

Ainsi, en dix ans, quasiment tous les P450s orpbetint été exprimés dans des systémes
hétérologues. Pour une grande partie d’entre eusdgges substrats ont été découverts et des études

structurales par modélisation ou cristallograpmeparfois été menées.

1.2.2 Stratégies de « déorphelinisation »

Afin de trouver les premiers substrats d’'un P45fhelin, plusieurs stratégies peuvent étre
envisagées. On distingue généralement deux cagsg&@oit on cherche un substrat parmi une liste de
substrats potentiels préalablement établie, orepaldrs de stratégie dirigée, soit on s’affranclat
tous biais en recherchant un substrat en aveutjigpathése de travail dans ce dernier cas estegie |
substrats sont présents dans les tissus dans lesgu450 est exprimé. Des extraits de tissus sont

donc utilisés comme source de substrats (Guengdréety et al. 2011).

12.2.1 Stratégies dirigées

Une premiére approche consisteanparer les séquences primaireafin de définir la fonction
biologique d’un P450 orphelin. Ainsi, si I'identitie séquence entre deux P450s est trés forte,utn pe

estimer qu’il y aura une similarité pour leurs witéis catalytiques.

Une autre approche utilisesoutils de la biologie structurale Avec I'élucidation de la structure
tridimensionnelle du P450 (par cristallographiensadélisation), il est possible de prédire les galst
grace a des expériences d’arrimage moléculaireiiagtc Cependant il existe deux limitations a cette
approche. Premierement, sur la plupart des stestut existe de grandes différences entre les
structures de P450s cristallisés avec leur substratlles sans substrat (Ortiz de Montellano 2005)
D’autre part, de nombreux P450s ont un site desdiaiaux substrats trés volumineux et donc
compatible avec un trop grand nombre de subst@enpels (Yano, Wester et al. 2004). Méme sur
des structures cristallographiques la liaison dessat a la protéine n’est pas toujours optimase. P

exemple, la progestérone cristallisée dans leagité du CYP3A4 présente une conformation non
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compatible avec la réactivité observée car tropeée de 'héme (Williams, Cosme et al. 2004). On
suppose donc qu'il existe plusieurs positions pmite molécule au sein du site actif, 'une d’entre

elles étant compatible avec la réactivité observée.

Une autre méthode consiste a chercher un subsirati pes substrats d’autres P450s de la
méme famille Ainsi, lorsque le CYP27C1 a été isolé et expriua@sE. coli (Wu, Bartleson et al.
2006), il semblait logique de tester comme subdimavitamine D3 et le cholestérol qui sont
métabolisés par les CYP27A1 et 27B1 (Ortiz de Mitarie 2005).

Une derniére approche consistetedter une petite librairie de moléculescomme substrats
potentiels. Cette méthodologie s’est avérée contdupour le CYP2W1 dont on savait qu'il était
fortement exprimé dans certaines tumeurs. Un scrgate molécules pro carcinogenes a révelé une
activité du CYP2W1 sur la benzphetamine (Wu, ®olall. 2006).

12.2.2 Stratégie en aveugle

La difficulté des stratégies non dirigées est davpo isoler le métabolite des extraits de tissus o
fluides corporels utilisés comme sources de substra

Une solution, développée par F.P. Guengerich, istens incuber en utilisant un mélange
équimolaire ?0,/*°0, comme source d’oxygéne. 50% des métabolites foauémnt alors incorporé
un oxygene 18, 50% un oxygene 16. En spectromdg&ienasse, les métabolites sont facilement
détectés car caractérisés par un doublet d'ionaksen(M/M+2) et de méme intensité (Sanchez-Ponce
and Guengerich 2007). Cette méthode a d’abord altdée sur des P450s dont les activités étaient
connues (CYP1A2, 2C8 et 2C9) (Guengerich, Tand. &204.1) puis appliqguée a la déorphelinisation
du CYP4F11 pour lequel des activités sur des aaiglas ont été découvertes (Tang, Salamanca-
Pinzon et al. 2010).

Une seconde approche passerait pamfiobilisation du P450 sur des billes de sépharos@pres
incubation dans des extraits de tissus, les bftraient lavées et les éventuels ligands extraits e
caractérises. Cette méthode permettrait de défesrligands du P450 (qui peuvent étre substrats ou
bien inhibiteurs). Elle a permis d’identifier legpnier ligand du récepteur nucléaire hépatique 4

(Yuan, Ta et al. 2009) mais n’est pas encore @éligour la déorphelinisation de P450s.
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[.3 Le cytochrome P450 2U1

I.3.1 Caractérisation génétique

Le gene codant pour le CYP2UL est situé sur lerigma¢ chromosome (4925). Chez I’'homme,

il est long de 18kb pour une séquence protéiqusddeacides aminés.

13.1.1 LeCYP2U1 au sein de la famille 2

Le CYP2UL1 fait partie de la famille 2 qui, chezdihme, avec 16 isoformes, est la plus
représentée des familles de P450s. Toutefois, cdttamation ne permet pas de préjuger du réle du
CYP2UL. En effet, au sein de cette méme famillgaoees isoformes sont majoritairement impliquées
dans le métabolisme de xénobiotiques (CYP2D6, CYR2Q d’autres agissent principalement sur

des voies de synthése d’endogénes (CYP2J2,...).

Ce qui différencie le CYP2UL1 des autres P450s damsdle est tout d’abord sa taille. Avec une
séquence protéique de 544 acides aminés, le CYRBU10% plus long que les autres isoformes
(Figure I. 19). Ce supplément d’'une quarantaineid&s aminés devrait se traduire par une structure
tridimensionnelle différente de celle habituellemegirouvée pour les P450s de cette famille et nous

fera nous interroger son le role.
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Figure 1. 19 : Taille (en acides aminés) de toutesd isoformes de la famille 2 chez 'homme

D’un point de vue phylogénétique, I'arbre des féesill et 2 des P450s humains (Figure . 20)

montre que le CYP2UL1 est la premiére isoforme arder de la famille 2. Cette position du CYP2U1
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signifie que ce gene a soit divergé tres tot awscda I'évolution, soit il a muté plus rapidemenede

reste de la famille 2.
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Figure I. 20 : Arbre phylogénétique des familles de CYP1 & 2 (sules séquences totales) obtenu par la méthode du
maximum de vraisemblance (PhyML-model LG). Alignemehavec MUSCLE (Edgar 2004)

Un blast de la séquence protéique du CYP2U1 suP4&® humains montre qu’il présente la
plus forte homologie avec les CYP2R1 (42% d'idéntite séquence), 2D6 (41% d’identité de

séquence) et 2J2 (39% d’identité de séquence).

1.3.1.2 Une structure intron/exon atypique

Le géne du CYP2UL, comme celui du CYP2R1, possedene particularité d’étre composé
de cing exons alors que les autres isoformes teradle 2 ont tous un gene structuré en 9 exons. Le
CYP2U1 et 2R1 possedent les introns équivalentsrdtwns 2,6 et 8 des autres génes de CYP2, qui
devaient donc déja étre présents sur le gene aslcesinmun aux enzymes de cette famille. A partir
de ce géne ancestral, les CYP2U1 et 2R1 ont ataygis indépendamment un nouvel intron. En ce
qui concerne le CYP2UL, I'apparition de I'introre&t liée a la présence d’'un site d’épissage GC qui

lui est spécifique (Nelson, Zeldin et al. 2004).
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Figure I. 21 : Représentation schématique de la sicture intron/exon habituelle des génes de la fanél 2 et du CYP2U1.

Les CYP2UL et 2R1 different donc des autres isofsrmle cette famille avec une structure
intron/exon différente. Toutefois, les arbres plggieétiques les donnent toujours comme appartenant

a cette famille 2.

13.1.3 Un faible polymorphisme du gene humain

Une étude du polymorphisme du géne du CYP2ULl clmmmime a permis d’identifier les
mutations du géne sur une cohorte de 80 volontdbesos, Lino Cardenas et al. 2010). Quatre
polymorphismes ont été identifiés. lls correspomaerx mutations -204C > A et -241T > C dans la
région flanquante en 5’ ; -37G > A dans la région transcrite en 5’ et IVS2-17T > C dans l'intron
2. Aucune mutation n'a été observée sur les exeria grotéine et les mutations les plus fréquentes,
241T > C (présente chez 59.7% des individus ded&t et IVS2-17T > C (66.0%) n’altérent pas
'expression du CYP2U1l qui a été évaluée dans tmsmpns. Ces résultats confirment donc un

probable réle endogéne du CYP2UL.

13.1.4 Le CYP2UI1, seul représentant de la sous-famille 2U

Sa séquence de 544 acides aminés présente unedadervation inter-espéce allant de 56 a
99% d'identité de séquence avec les CYP2Ul de qoiggbre et de chimpanzé respectivement
(Tableau I. 6). D’autre part, contrairement a lapalrt des sous-familles pour lesquelles il existe
plusieurs isoformes (par exemple, il existe 30dsoks différentes de la sous-famille 2J allant du
CYP2J1 de lapin au CYP2J30 du poisson zebre)ajlance jour, été trouvé aucun gene orthologue au
CYP2UL. Il n’existe donc pas de CYP2U2.
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Pourcentage
Espeéce d'identité avec
l'isoforme humaine
Pan troglodytes (chimpanzé) 99
Canis lupus familiaris (chien) 88
Equus caballus (cheval) 87
Mus musculus (souris) 83
Taeniopygia guttata (mandarin - oiseau) 67
Xenopus tropicalis (xénope - bactracien) 64
Gasterosteus aculeatus (epinoche - poisson) 58
Danio rerio (poisson zébre) 56

Tableau I. 6 : Pourcentage d'identité protéique de€YP2UL de différentes espéces avec l'isoforme humai Pourcentage

obtenu par Blast-P.

I.3.2 Répartition dans les tissus

Contrairement aux P450s impliqués dans le métahelide xénobiotiques qui sont retrouveés dans
les principaux organes du métabolisme (foie, poumgnle CYP2U1 présente une distribution
spécifique tissulaire.

Une étude de la distribution des ARNm du CYP2Ulu@ty, Helvig et al. 2004) a montré que
celui-ci s’exprimait préférentiellement dans le rtiys et le cervelet ainsi que, dans une moindre

mesure, dans le cceur et les reins (Figure |. 22)
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Figure I. 22 : distribution des ARNm du CYP2U1 sela les tissus déterminée par RT-PCR. Le niveau d'expssion dans le

thymus (1000) sert de référence pour les autres $igs. (Chuang, Helvig et al. 2004)
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De méme, deux études par Western Blot de la digioip du CYP2Ul1l dans l'organisme
(Karlgren, Backlund et al. 2004; Dutheil, Dauchyakt 2009) a confirmé que cette protéine était

exprimée dans les cerveaux humains et de rat edates des proportions variées selon la région
considérée (Figure I. 23).
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Figure 1. 23 : Caractérisation biochimique et expresion du CYP2UL1 dans différentes régions du cervea#l : expression
dans le cerveau de rat (Karlgren, Backlund et al. @04). B : Analyse Western Blot du CYP2U1 dans difféntes régions du
cerveau humain (Dutheil, Beaune et al. 2008)n(cL : microsomes de levure, micFH : microsomesaie humain, LF : lobe frontal,

Hyp : hypophyse, Cer : cervelet, SN : substanceshoir

I.3.3 Caractérisation biologique

Le réle biologique du CYP2UL n'est pas connu a a4.jll semble qu’il puisse catalyser
I’hydroxylation enw et w-1 de certains acides gras (Chuang, Helvig et@42 Toutefois, aucune

mesure de constante de vitesse ou de constantBnitbafn’a été effectuée pour ces activités
enzymatiques.

1.3.4 CYP2U1 et cancer

Récemment, deux études d'immunohistochimie ont réohimplication du CYP2U1 dans le

cancer du sein (Murray, Patimalla et al. 2010) iagu® le cancer colorectal (Kumarakulasingham,
Rooney et al. 2005).

Dans les deux cas, le CYP2UL est présent en pauglgs quantités dans le tissu malade que dans
le tissu sain et il a été démontré que la quant@éCYP2U1 détectée est corrélée avec le stade

d’évolution de la tumeurxf=11.83, P=0.02 pour le cancer du sei%tl4.8, P=0.02 pour le cancer
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colorectal). Bien que les raisons de cette surasspya dans ces tissus cancéreux soient loin d’'étre

comprises a ce jour, le CYP2UL1 pourrait étre @itemme un biomarqueur de ces pathologies.

I.4 Objectifs de la these

Peu de choses sont connues a I'’heure actuelle owP2U1 si on le compare a d’autres isoformes
humaines tels que les CYP3A4, CYP2D6 ou CYP2C8 femquels des études poussées ont permis de
déterminer quels étaient leurs substrats, leursibibelirs et pour lesquels des structures
cristallographiques sont publiées.

Le réle biologique du CYP2U1 reste mal défini neégil semble qu’il puisse étre impliqué
dans le métabolisme des acides gras tels que ¢’ a@chidonique qui est d’ailleurs son seul substra

connu aujourd’hui. De plus, on ne dispose d’audormée structurale sur cette enzyme.

L'objectif de cette these sera tout d’abord de miéiger la topologie du site actif du CYP2U1
et d’essayer de comprendre ses singularités stalesuentre autre pour savoir quel type de molécule

endogene ou exogene est capable d’étre reconnle GaiP2U1.

Ensuite il nous faudra produire le CYP2U1 dans ystesne hétérologue. Cette production
devra se faire en prenant en compte deux contsairiéenécessité d’obtenir des quantités de CYP2U1
suffisantes afin de mener des tests d’activitél'@ere de la nano mole) ainsi que I'obligation de

produire une enzyme active.

Lors d’une troisieme étape, nous chercheronsritifti une ou des activités catalytiques pour
ce P450. La mise au point d'un test d’activité gdasdevrait permettre par la suite de criblertamt
gu’inhibiteur de Il'activité en question, d’'autrelécules comme substrats potentiels du CYP2UL.
Pour ce faire, nous testerons l'activité du CYP2iista-vis de molécules exogenes connues pour étre
substrats de P450s de la méme famille 2. Cetteereloh de substrat(s) se fera en comparant les
activités obtenues pour le CYP2U1 avec celles tkauP450s présents dans le cerveau (CYP2J2 et
2D6 en particulier).
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CHAPITRE II.
LE CYP2U1, UNE STRUCTURE SINGULIERE
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LE CYP2U1, UNE STRUCTURE SINGULIERE

Notre premier objectif est de construire par horg@lain modéle structural du CYP2UL. Pour ce
faire, il est nécessaire d’abord de procéder digneament des séquences protéiques de P450s dont on

connait la structure (appeltsnplatey avec celle du CYP2UL.

[I.1 Alignements multiples de séquences

I1.1.1 Alignement des séquences de P450s de la famille 2

La famille 2 des P450s est celle qui a été la ptudiée d’'un point de vue structural (on compte
déja 10 P450s différents de cette famille crigélichez 'hnomme). Pour I'étude du CUP2UL, il est
logique de se limiter a ces structures pour lexckei modéles. Toutefois, le fait que le CYP2U1 soit
plus long que toutes les autres isoformes (cf.4).ldisse entrevoir un probleme : une partie de la
séquence du CYP2UL1 risque de ne pas s'alignernebuuplusieurs inserts peuvent apparaitre dans

I'alignement.

L’alignement des 16 séquences de P450s humairesfdenllle 2 (voir Figure Il. 1) fait apparaitre
deux zones pour lesquelles la séquence du CYP2lilaligne pas avec les autres séquences. Ces
deux domaines correspondent a des insertions éttsos deux situés au niveau N-terminal. Le
premier insert, noté insert 1, est long d’une qaing d’acides aminés et est situé en amont dadéél
transmembranaire. Le second insert ou insert 2, #en30 acides aminés est situé entre les hélices A
et A. Curieusement, ce dernier possede une suooes& résidus chargés positivement (dont 3

arginines successives).

Le reste des seéquences protéiques (partie C-tdajpisaligne en blocs homogénes jusqu’a

I'extrémité C-terminale (alignement complet disgmaien annexe p. 173).
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Figure II. 1 : alignement des séquences N-terminaedes P450s humains de la famille Alignement T-Coffee effectué sous
Jalview, les résidus sont colorés en fonction desleropriétés physiques (polaire, apolaire,...)ssdbnt conservés au sein de
I'alignement (coloration Clustalx)

I1.1.2 Deux inserts spécifiques du CYP2U1

I1.1.2.1 Recherche de séquences homologues aux inserts

La présence de deux inserts dans la séquence esistatle a la modélisation par homologie. En
effet, ceux-ci ne peuvent pas étre reconstruitatnssence d’homologie. Une recherche de similarité
des deux inserts sur les bases de données (reehd?&i-BLAST sur PDB, Uniprot,...) s’est avérée
infructueuse. Aucun autre P450 ni méme aucune putteine de séquence connue ne présente une
guelconque homologie de séquence avec les inser@Y®P2Ul. Une modélisatiode novode ces
inserts est donc la seule option envisageable.

11.1.2.2 Des inserts en grande partie non structurés

Afin de mieux cerner la topologie des deux inseutse prédiction de structure secondaire a été
effectuée. Les résultats ont été obtenus avec derweurs : le serveur PSI Pred (Jones 1999) et le
serveur JPred v3 de l'université de Dundee (Codb&r et al. 2008). Ces deux programmes basent
leurs prévisions sur un PSI-Blast de la séquenbke @ontre les protéines déposées a la PDB et
prédisent une structuration secondaire similaireddmaine N-terminal du CYP2U1. Linsert 1
pourrait se structurer en partie en hélice alphamont du segment transmembranaire alors que

l'insert 2 ne semble pas se structurer ni en héli@n feuillet (voir Figure Il. 2).
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Insert1 Hélice Transmembranaire Insert 2
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99999999999999972332101110001332467999999999999999863069999998878862322333568622235775443455577898877707999

PSI-Pred
HHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHH
HHHHHHH  HHHHHHHHCHHHHHHHHHHHHHHHH HHHH HH  HHH HHHH
JPred
999898888888 74665666765757888986574569988878888987645888779999998887674656486677754556544555545577777675899

Figure Il. 2 : Prédiction de structure secondaire d domaine N-terminal du CYP2U1.Prédiction PSI-Pred (McGuffin, Bryson
et al. 2000) et JPred (Cole, Barber et al. 2008)structure en hélice. Les chiffres de 0 & 9 cpoadent a un indice de confiance pour
chaque résidu (0 : faible confiance en la prédictth: forte confiance). Les inserts sont notésoeige. Toute la séquence a été soumise
aux logiciels de prédiction de structure secondaiale la prédiction pour les 100 premiers acigasés est présentée.

[I.2 Construction de modeles par homologie

I.2.1 Choix des domaines a modéliser

Au vu de l'alignement particulier du CYP2U1l compaeh deux inserts non modélisables par

homologie, nous avons choisi de construire 3 maddiféerents de la protéine.

1. Un modéle tronqué(notémodele 1sur la Figure Il. 3). Celui-ci correspond a unetgine
sans sa partie N-terminale (insert 1 + hélice treemabranaire + insert 2). Pour ce modele
amputé de 103 acides aminés, une construction gaologie sera aisée, des données
structurales sont disponibles pour I'ensemble d&tpence ;

2. Un modele soluble(noté modeéle 3. Il correspond a une protéine dont les 56 presnier
acides aminés ont été supprimés (insert 1 et dartemmsmembranaire). L'insert 2 devra
étre construite novg

3. Un modéle de protéine entiérgnoté modéle 3 comprenant I'hélice transmembranaire a
aussi été généré pour des études d’'interaction Y201 avec une membrane modéele.
Pour ce modéle, les inserts ainsi que I'hélicesimambranaire ont été construiis novo
Les P450s étant cristallisés sans leur domaineriital (cf. Chapitre I, p. 21), nous
n‘avons pas d'information structurale pour I'hélitcnsmembranaire permettant une

reconstruction par homologie.
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N-term Heme C-term
1 104 D 544 Protéine tronquée
2 54 e D 544 Protéine soluble
3 e B e Protéine entiére

Figure 1. 3 : Représentation schématique des 3 metks construits de CYP2UlLes domaines modélisables par homologie

sont représentés en vert, les autres en rouge.

L’étude de deux modeles tronqués permet de s’affiian(en totalité ou en partie) de la
modélisatiorde novodes inserts du CYP2UL. De plus, les domaineststiaucx qui constituent le site
actif des P450s sont situés dans la partie C-talmide I'enzyme et il a été prouvé qu’'un P450 sans
domaine N-terminal conservait son activité catglys (voir 1.1.3, p. 28). Les modeles 1 et 2 seront
donc adaptés a I'étude de la topologie du sitd atta des expériences d’arrimage moléculaire (ou

docking de substrat en son sein.

En revanche, I'étude des canaux d’acces au siteeddae l'interaction de la membrane avec le

CYP2UL1 ne peut se faire qu'avec des modeles ploplats (modéles 2 et 3).

I.2.2 Construction, évaluation et comparaison des différents modeles

11.2.2.1 Modeler comme outil de modélisation par homologie des P450s

Pour la construction des modéles, nous avonsailgigorogramme Modeller 9v8. Comme toute
construction de modéle par homologie, cette méthaweessite ['utilisation de structure
tridimensionnelles de référence, appeléesiplates dont les séquences protéiques doivent étre
similaires a celle de la protéine a modéliser. Ledéte est ensuite construit en se basant sur un
alignement des séquences et structuresamaplates La méthodologie est détaillée en partie VI.1.1.1
p. 150.

Dans la pratique, plus 'homologie de séquencesdemplateet protéine cible est forte, plus le
modele sera fiable et on estime que le modele dexbuste au-dela de 30% d’identité de séquences
(Baker and Sali 2001).
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< Recherche et choix des structures demplate

La séquence protéiqgue complete du CYP2UL est seuaikalgorithme PSI-PLASTHRosition
Specific Iterated — Protein Basic Local Alignmeea®h Too) disponible sur le site du NCBI. Ce
programme compare la séquence a toutes cellesedostructures sont déposées a la PDB et en extrait
les séquences les plus homologues (Altschul, Maddead. 1997). En toute logique, les structures
issues de cette recherche sont celles de P45@sfdmille 2. Le pourcentage d’identité de séquence

entre la séquence du CYP2U1 et celle des meillatrestures est d’environ 40%.

Il est possible de construire un modéle a partimduniquetemplate,cependant cette option
conduit a la génération de modéles trés prochdsudéemplate Etant donné que plusieurs isoformes
présentent des identités de séquence avec le CYRRidur de 40%, il est logique d’utiliser une
combinaison detemplates D’autant plus que le CYP2Ul est plutét eéloignéngdal’arbre
phylogénétique de I'ensemble de la famille 2, ¥ B’ donc pas d’argument pour privilégier un seul

template parmi eux.

D’autre part, la sous-famille 2C est surrepréseptéeni les P450s cristallisés (les P450s 2C5, 2C8
et 2C9 ont été cristallisés). Pour ne pas biasephstruction du modele, nous avons choisi d’ieeg
une seule structure de cette sous-famille malgrbames scores d’alignement de toutes ces protéines
dans I'analyse PSI-BLAST.

Pour la construction des modeéles nous avons ddectisdné 6 structures, issues de 6 sous-

familles différentes (voir Tableau Il. 1), qui seont detemplates

Recouvrement de

Identité séquences
isoforme PDB ID comparée au E-values primai(:es alignées résolution (A)
0,
CYP2U1 (%) %)
2D6 (humain) 2 structures dont 2F9Q 43 2.E-114 79 3.0
2R1 (humain) 3 structures dont 3CZH 42 3.E-123 81 2.3
2A6 (humain) 12 structures dont 39 5.6-100 83 1.9
1710
2C5 (lapin) 2 structures dont 1DT6 38 7.E-99 84 3.0
. 12 structures dont
2B4 (lapin) 1PO5 38 9.E-103 84 1.2
2C8 (humain) 5 structures dont 1SUO 36 2.E-98 86 1.9

Tableau Il. 1 : Structures utilisées pour construireles modeles de CYP2UlLes E-values correspondent aux probabilités

d'obtenir les méme alignements de facon aléatoire.
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% Deux alignements de séquences

L’alignement des séquences est une donnée cripque la construction de modeles : la plupart
des erreurs dans l'alignement conduisent a unetsteifausse pour le modele. Heureusement, ces

erreurs sont facilement repérées lors des étapealidation.

Etant donné l'alignement particulier du CYP2U1 ales autres P450s (présence d’inserts) nous
avons choisi de consolider I'alignement en utiltsdeux méthodes d’alignement orthogonales (I'une

basée sur les structures primaires uniqguementrd¢'dasée sur I'alignement tridimensionnel) :

1. Un logiciel d'alignement « classique » des séquermetéiques : MUSCLE Multiple
Sequence Comparison by Log-Expectafedgar 2004) ;

2. un logiciel d’alignement des structures 3D desnplates : MUSTANG - Multiple
Structural AligNment AlGorith (Konagurthu, Whisdtaet al. 2006)

Les deux méthodes conduisent a des alignements wmleadiques. La différence la plus
notable se trouve au niveau de l'insert 2 N-terinfmair en Figure Il. 4) et ne concerne donc que le
modele 2 (protéine soluble) : selon la méthodeghament, deux résidus bordant I'insert sont placés
soit en amont soit en aval de celui-ci (résidusadnes en rouge). Ces résidus s’alignent mal avec la
séquence du CYP2UL1 et leur positionnement par ragptinsert est fluctuant. Il existe donc une
petite incertitude sur la position dans l'alignemees 2-3 résidus bordant I'insert. Afin de s’en
affranchir, les modéles du CYP2UL1 subiront un resiinulé (voir p.60 11.2.3) sur un domaine
comprenant I'insert modélis#e novoet les 4 résidus bordant celui-ci (2 en amontenaval). Cette
opération permet d’abord de faire une recherchaefocmationnelle sur la boucle de l'insert et les
guelques résidus bordant I'insert mais aussi llofgation par recuit simulé peut déboucher sur une
structuration éventuelle du domaine en questiohd@auespectant les contraintes liées a la géamétri

des résidus en amont et en aval de la boucle.

L’alignement complet Modeller est présenté en aanei75.
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[A]
CYP2C5.1DT6 PPGPIPFP 1 IGlIlLII DIATED Il = ve1 301 1 =1 63 =1 =revet srm = 5 5.5 SRS rKFr(IIGPVF
CYP2C8.1SUO0 PPGPMPL - TIGNMLQIDVKDIC - - - - - - « = = = = = = = o oo oo oo ETNESIK VHEGP VE
CYP2D6.2F90 PPGPLPLP - - - - - - - QNTRYCE - - - - - - - - o o oo oo DQLRRREGDVE
CYP2B4.1PO5 PPGPIPLPVLG LLIMDRI\GLL .................... S LRLR 1\ GDVEF
CYP246.1210 PPGPHEPLPE I G BN EONN =5 08T 8 28 ASSTE 552 aaan LMK T GPVF
CYP2R1.3CZH PPGPPGLPEIGNIMSLAASSELPH - - - - - - - - - - - - -~ .. _. W MRKQ GEIE
CYP2U1 PPGPHEPWPLVGNEGHVLLPPELRRRSWLSSRTRAAGTDPSVIGPQVLLAHL \R\ GSIIE
[B]
CYP2C5.1DT6 [P PGPIP FPI IGI;{LII DAKDEKIN\ .~ - - - - - - - - - - - - - - .. L’I'KFr(IIGP VF
CYP2C8.1SUO PPGPIEPLP I 1G 1DV 1\1)1 d<BYy - - - - - - - - .. ETNESIK VMGP VE
CYP2D6.2F90 PPGPLPLP - - - - - - - - ONTPRG - - | - - - - - - - - - EDQLRRREGDVE

---------------------- FLRLREKNMGDVE
RGP VE
GEIF
GSI1F

CYP2B4.1PO5 PPGPIPLPVLG LLIMDR}\GL
CYP246.1210 PPGPPLPE I G NTEQHENEY- - - - - - - - - - - - oo .. LMK
CYP2R1.3CZH PPGPPGLPEIGN I SBMAASSERE - - - - - - - - - « c - e e 2 c e \\MRI\Q \"
CYP2U1 PPGPHPWPLVGNEGHVLLPPELRRRSWLSSRTRAAGIDRPSVIGPQVLLAHLARYV

Figure Il. 4 : Comparaison des alignements de séquee au voisinage de Iinsert N-terminal[A] : alignement structural des
séquences avec Mustang, [B]: alignement des ségaeprimaires avec Muscle. Les résidus encadréouge sont ceux dont la

position varie selon la méthode d’alignement.

. Validation de la méthode et de I'alignement

Afin de valider la méthode de modélisation ains ¢jalignement de séquence utilisé, nous avons
reconstruit un modeéle d’'un P450 deja cristalli®eClYP2D6 dont une structure est utilisée pour la
construction du modele du CYP2UL. La séquence dBZIM est supprimée de I'alignement original
et la séquence du CYP2D6 n'est plus associée aichierf de structure. Le CYP2D6 est ainsi
reconstruit avec Modeller a partir degebnplatesrestants. Lorsque le script Modeller est appligué
cet alignement de 6 séquenceddpplatest la séquence du CYP2D6 en séquence cible), avec u
construction en modautomodelde la protéine, on obtient un modéle structuratarguablement
proche de la structure cristallographique (CYP2&je PDB 2F9Q) avec un RMSD tout atome de
seulement 0.89A et un RMSD de 0.71A si I'on ne dren compte que les carbones alphas. Par
ailleurs, le positionnement des résidus au voigrdgsite actif est lui aussi tres conserveé (vigure

Il. 5), les variations sont surtout localiséeslsarboucles.

Cette capacité a générer des modeles tres prodsestaictures cristallographiques permet de
valider a la fois I'alignement, mais aussi, le gl de reconstruction, Modeller, comme outils de

modélisation des P450.
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PHE483

ALA305

THR309

ARG101

héme

Figure 1l. 5 : Comparaison du positionnement de réislus du site actif du CYP2D6 dans un modéle recorsiit par Modeller
et dans la structure cristallographique (PDB ID 2F®). La structure obtenue par RX est représentée enenéwmodeéle en cyan et
I’'héme en marron.

[1.2.2.2 Choix et évaluation des modéles

A ce niveau de la modélisation, une pré-validaties deux modeéles 1 et 2 est possible. Modeller
ainsi que le serveur d’analyse structurale et ddication du NIH (National Institutes of Heal)h
fournissent un panel d'outils bioinformatiques pdiévaluation des fichiers de structures (voir
Matériels et Méthodes p150).

% Classement énergétique de Modeller

Modeller est capable de générer un modele de pmetén un temps trés court (quelques
minutes suffisent). Ainsi pour chaque type de awsiobns (modele 1 d’'une protéine tronquée et
modele 2 d’'une protéine soluble), 500 structurdsétéd produites. Toutes les structures sont d’abord
evaluées par leur score énergétique DOPiScfete Optimized Protein Energgous Modeller. La
valeur obtenue est une énergie potentielle sitistprenant en compte les interactions possibles en
chaque atome mais aussi l'interaction avec le stl{Earamian, Shen et al. 2006).

Il est a noter que le DOPE score n'est pas norénatsdépend a la fois de la taille de la
protéine modélisée et de ses propriétés physiaoigbes (protéine hydrophobe, hydrophile,...). Le
différences entre les scores du modele 1 et ceuxatiele 2 (qui n’ont pas la méme taille) ne sont

donc pas exploitables.

Toutefois, la répartition des scores pour chacu rdedeles (présentée en Figure Il. 6) est

resserrée autour d’une valeur moyenne. Les 500 lesdénérés par Modeller sont tous proches d’'un
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point de vue énergétique. Par la suite, les 5 exgdl modéles sont sélectionnés (en rouge sur lad-ig
1. 6).

61537 -61174 59558 -57064 -56052 -55498 Dopeiscore

[ — i % protéine soluble (2)

\ )
Y

500 modéles générés

- — protéine tronquée (1)
\ )
Y

500 modéles générés

Figure II. 6 : Répartition des DOPE scores des modeles générés par Modelleta gamme de scores des modeles sélectionnés —

les 5 meilleurs — est indiquée en rouge.

+ Evaluation des parametres géométriques par Procheait Verify3D

Les programmes Verify3D et Procheck sont courammsilisés pour I'évaluation des
structures tridimensionnelles (voir Matériels ettimogles, p150). Ces programmes effectuent une
analyse stéréochimique de I'ensemble du modeéle.

Le logiciel Verify3D analyse pour chaque résidu,ctampatibilité entre son environnement
(résidu appartenant a une hélice alpha, feuillega,bboucle ; résidu polaire, apolaire,...) et sa
conformation spatiale. Chaque résidu est évalu&idwkllement et le logiciel extrait pour chaque
modéle un score global de qualité exprimé en potage (le score optimal est de 100%).

Les meilleurs scores calculés pour les modeleg¥fe2U1 sont de 95,12% pour le modéle 1
et de 88,48% le modéle 2. lls sont considérés s modeles de bonne qualité car ayant un score
élevé et supérieurs a une valeur plancher de 808&utri@ part, ces scores se situent dans la méme
zone que ceux calculés par la méme méthode poértéraplatedssus de la PDB, sans correction ni
optimisation(86 a 98%).

Le programme Procheck calcule notamment des diagemnde Ramachadran représentés en
Figure 1l. 7. Dans le cas des modeles de CYP2U% @2s résidus se trouvent dans une région
favorable (ou trés favorable) pour le modele degime tronquée (1) et 90.5% pour le modele de
protéine soluble (2). Ce méme pourcentage calcolg [es structures des templates varie de 85 a
94%.
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Les modeles obtenus pour le CYP2U1 sont donc daeébgoalité, comparable aux structures

cristallographiques dont ils sont issus.

[A] : modéle 1, protéine tronquée [B] : modele 2, protéine soluble

- . L
L 1354} ",,‘ ‘ o
* -
1 e TEL o]
e R ol TR ¥
£ ) a 3 | b‘
g g | | | B _‘_ - r] &
g g °1 I I -3 [ | J__.} .
& g I
< |
L ]
Y _
135 el f_i -» .|
b I 1J
R = .. .. l | ~
180 -135 90 -45 0 45 9 135 180 180 -135 90 -45 0 45 90 135 180
Phi (degrees) Phi (degrees)

Figure Il. 7 : Diagramme de Ramachandran des modéetedu CYP2U1.Les triangles correspondent aux glycines et auka®
de la protéine, les carrés aux autres résidus. |Banodéle de protéine tronquée [A], 92% des résgunt situées dans une zone
favorable, 6.9% dans des zones défavorables, Oat% dks zones interdites. Pour le modéle de peotéinquée [B], 90.5% des

résidus sont situées dans une zone favorable, 8%od#s zones défavorables, 0.5% dans des zonefhitage

I1.2.3 Topologie de I'insert N-terminal (modele 2)

Le modéle 2posséde dans son domaine N-terminal, I'insertu?,aqété modéliséle novopar
Modeller.

Bien que les logiciels de prédiction de structuszomdaire n’attribuent pas de topologie
particuliére a cette partie de la protéine, nownawherché a confirmer ce résultat grace auxsodsil
la modélisation. Pour ce faire, I'insert a subinecuit simulé, soit directement avec Modeller, soit
avec un second logiciel de modélisation, Rosettan@éll, Coutsias et al. 2009). Il est intéressant d
comparer ces deux protocoles car Modeller utilis@lgorithme de recuit simulé classique alors gue |
programme Rosetta posséde un module spécialemectt gour le repliement de boucles au sein de
structures (méthode explicitée en partie VI.1.21)15

Les structures des inserts different légerememinsk programme de reconstruction choisi. La
superposition des 5 meilleurs modéles (pour le neo2)epour chaque méthode est présentée en Figure
. 8.
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Modeller

Figure Il. 8 : Superposition des 5 meilleures strumires du modele 2 aprés recuit simulé de la boucle-terminale sous
Modeller et Rosetta.La protéine est représentée en cartoon selon taenagientation. Les structures ont été sélectionngeice a la

fonction de score propre a chacun des deux logiciel

On remarque que quel que soit I'algorithme utilisggrtains des modeles générés présentent un
début de structuration en hélice Cette hélice se trouve sur la partie N-termirddel’'insert, en
prolongement de I'hélice A’ (qui est présente sentainstemplateautilisés mais non conservée sur le
modele de CYP2U1). Toutefois cette hélice ne mtéspas les propriétés périodiques caractéristiques
d’'une hélice amphiphile et le caractere hélicoahlperdu lors des étapes de dynamique moléculaire

(cf.infra).

Cet insert semble donc principalement non structo@ir la suite des travaux de modélisation, le

meilleur des modéles issus de ModelROPE scorde plus bas) a été sélectionné.

I1.2.4 Optimisation des deux modeles de CYP2U1 (modeles 1 & 2)

11.2.4.1 Méthodologie

L’'optimisation d'un modéle tridimensionnel peut feére par des cycles de minimisation et de
dynamique moléculaire. Ces étapes permettent almald s'affranchir de génes stériques générés
par la modélisation par homologie qui n'assure foasément une conformation stable des résidus

modeélisés. Les mouvements d’atomes lors de la digneemsont principalement ceux des chaines
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latérales qui ont la possibilité de se réarranges de ces étapes. Ainsi on obtient une strucftireea

ayant atteint un minimum énergétique.

Ce travall est effectué sous AMBER (utilisationadhamp de force et de la suite logiciel du méme
nom) sur des modeéles préalablement solvatés. Letogmles pour les étapes de minimisation,
d’équilibration et de dynamique sont présentésatie’VI1.1.3 p.151.

11.2.4.2 Evaluation de la stabilité des modeéles relaxés

Deux marqueurs traditionnels de [I'évolution d'unt&usture au cours d'une dynamique
moléculaire sont le RMSDRpot Square Mean Deviatipet le rayon de giration (définis en partie
VI.1.5 p. 154). Leur évolution au cours des étageptimisation des modeéles est représentée en

Figure Il. 9.

Le RMSD de chaque modele, quel que soit la méthedsalcul (calculé sur tous les atomes ou en
considérant le seul squelette alpha) évolue auscderla dynamique jusqu’a atteindre un plateau a
environ de 4 ns de dynamique. A partir de ce stidemodeéles n’évoluent plus, ils ont atteint une
position d’équilibre, la structure du modeéle estsiproche d’'une forme optimisée.

Le rayon de giration est la seconde donnée que utdiserons pour caractériser nos dynamiques ;
c’est un indicateur de la compacité de la structuobanov, Bogatyreva et al. 2008). Dans un premier
temps, la protéine se dilate (0-2 ns) puis dan8 les suivantes, la structure se contracte poeindte
une valeur d’équilibre (rayon de giration a I'édguié de 23,4 nm pour le modeéle 2 et de 22.4 nm pour
le modele court 1). De plus, avec une variatiomd'amplitude inférieure a 1 nm lors des phases
d’optimisation on peut considérer que les modélasdent leur structuration initiale lors de la

dynamique.
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Figure 1. 9 : Evolution du RMSD et du rayon de giraion lors des étapes de minimisation, d’équilibratn et de dynamique
pour les deux modéles de CYP2UL1 (calcul Ptrajl.es paramétres sont calculés sous AMBER9.0 a 30Gkesatonsidérant tous les

atomes soit seulement les carboaes
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La variation de structure entre le modele initidlbederniere pose de la dynamique moléculaire est
mesurée par un RMSD. Les valeurs obtenues au deuesdynamique (Figure 1l. 9) sont légerement
surévaluées car elles prennent en compte de Isldteom de la structure au cours des étapes delcalc
Une mesure sur des structures centrées dans méénentiel et superposées permet d’obtenir une
valeur de RMSD entre la premiére et la derniéree miesla dynamique voisine deA2 pour les deux
types de modéle (modeéles 1 & 2) (Figure 1. 10).RMSD inférieur & la valeur limite de/&traduit
une évolution optimale de la structure au courtadiynamique : on considere généralement (Sansom
and Biggin 2010) que lorsque cette valeur estiiefite a 5A pour un calcul tout atome, la simulation
s’est déroulée dans de bonnes conditions. Les atpeievent au cours de la dynamique adopter des
conformations différentes que celles des modelesigpart et il 'y a pas de dénaturation de la

structure de la protéine (une dénaturation derlestre serait indiquée par un RMSD > 5 A).

[A] [B]

ALA420
Modéle 1 R THR356

Protéine tronquée — 441 AA % l i 2 5 VAL166

tout atome squelette alpha

RMSD (A%) 2.339 2.133

Modéle 2 s . %
Protéine soluble — 488 AA

tout atome squelette alpha
RMSD (A%) 2.121 1.773

Figure II. 10 : [A] RMSD calculé entre le modéle eta derniére pose de la dynamique AMBER. [B] superpgtion de 3
résidus a proximité de 'héme (représenté en batonmearron) avant dynamique (représenté en batons ble) et apres la
dynamique (représentés en batons roses).
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I.2.5 Description et comparaison des différents modeles

11.2.5.1 Structure générale

Les élements de structure secondaire des deux esodelCYP2U1 sont illustrés en Figure 1. 11.
Ces éléements structuraux sont identiques a ceuxadess P450s de la famille 2. Ce repliement
homologue n’est pas étonnant, du fait de l'utilzatde templatesprésentant la méme structure

secondaire commune a tous les P450s microsomaux.

Figure II. 11 : Superposition des modeles 1 et 2 &5 relaxation. Les deux vues sont déduites par une rotation dele®’
hélices sont colorées en rouge, les feuilfeen mauve, l'insert du modéle 2 en vert et I'hérsereprésenté en stick. Le reste de la

protéine est en gris.

Exception faite du domaine N-terminal (qui n’ess paésent pour le modele 1), les structures des
modeles 1 (protéine tronquée) et 2 (protéine se)uddnt superposables dans leur partie commune et
ce, avec un RMSD de 2R entre les deux modéles. Tous les éléments detwteusecondaire sont
identiques dans les deux structures. De plus, sergb qu’il N’y a pas eu structuration de I'indgm

vert sur la Figure Il. 11) lors de la dynamique.

11.2.5.2 Description comparée des éléments de structure secondaire du site actif

Si I'on se focalise sur le site actif des deux neslela similarité est encore plus importante. Les

éléments structuraux constituant le site actif $estmémes pour les deux modeles : hélices | et F;
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boucles BC et R1 ; feuilletB4. La superposition de ces éléments structuraudestée par la Figure

Il. 12. L’arrangement spatial de la protéine dansite actif apparait identique dans les deux nesdel
Seule la boucle BC est orientée de facon légeremntigrente entre les deux modeles mais cette
région de la protéine est connue pour sa fortakiiéé ce qui peut expliquer la différence entes |
deux structures (Roberts, Cheesman et al. 2010kirhdarité structurale des deux sites actifs est
confirmée par un RMSD de seulement 146éntre tous les atomes des sites actifs des dedglas
(ont été retenus comme résidus du site actif tesisdsidus dont 'un des atomes est situé a meins d

7A de I'héme et situés en position distale).

Hélice F

Feuillet B4
Boucle BC

Boucle KB 1
Hélice |

Héme

Figure Il. 12 : Superposition des éléments de strire secondaire des sites actifs des modeéles 1 (geli et 2 (orange).

11.2.5.3 Conclusion

La topologie générale du site actif ne semble fi@etée par la présence de l'insert N-terminal.
Nous verrons plus tard que le volume du site @it pas, non plus, impacté par la présence de cet
insert (voir Partie 11.4.1.2 p. 82). Ce domaine cfigue au CYP2U1 n’interviendrait donc pas
directement dans la fixation du substrat au sité. &our cette raison, nous avons choisi de caeser
le modele le plus complet du CYP2UL, a savoir ledéh® 2, pour les expériences d’arrimage

moléculaire.
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[1.3 Interaction du CYP2U1 avec la membrane

Le réle de linsert N-terminal du CYP2U1 souleve grand nombre de questions. Situé en
périphérie de la structure, selon nos modeles agsnil N'est pas impliqué dans la liaison du sabs
au site actif. De plus, l'insert se trouve a praxénimmeédiate d’éléments structuraux supposés énfou
dans la membrane telles que les hélices F' et @ir (partie 1.1.3.4 p.28). Il posséde aussi de

nombreux résidus polaires capables d’interagir a®tétes polaires des phospholipides.

Nous avons donc cherché a prédire la positiotoeehtation de la membrane sur laquelle repose
le CYP2UL et avons construit un modele complet (Pdbmembrane) afin notamment d’étudier le

réle de l'insert.

I1.3.1 Prédiction de I'orientation par rapport a une membrane cellulaire

[1.3.1.1 Preésentation du serveur OPM

L’arrangement spatial de la membrane a été détérgrifice au serveur OPMDi(entations of
Proteins in Membrangsmis en ligne par l'université du Michigan (htfpgm.phar.umich.edu).
(Lomize, Pogozheva et al. 2012). Le principe delaggciel consiste a minimiser la fonction
d’énergie de transfeliG en prenant comme variable I'enfouissement ded&me (d) ainsi que
son orientation T et ¢) (voir Figure Il. 13). L'orientation optimale esklle obtenue lorsque le
minimum d’énergie est atteint. Cette méthode (etcdtrientation des protéines par rapport a la
membrane) a été validée aussi bien sur des preti&itégralement transmembranaires telles que la
rhodopsine (Hubbell, Altenbach et al. 2003) que des protéines monotopiques telles que le
Cytochrome C (Brown and Wuthrich 1977; Kostrzewalj Bt al. 2000) et ce avec des écarts de

positionnement inférieurs a3
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Figure Il. 13 : Principe de I'orientation de la menbrane par OPM
[1.3.1.2 Orientation de la membrane pour les P450s de la famille 2

% Orientation OPM de la famille 2

L’orientation OPM de 5 isoformes superposées dianalle 2 (CYP2A6, 2C8, 2E1, 2R1 et
2U1) est présentée en Figure 1l. 14 [A]. Le positiement proposé est quasi invariable : sur toetes |
structures, les boucles BC et FG sont partiellersafduies dans la membrane et I'angle formé entre
deux plans membranaires de P450s est au maximu®°de

++ Comparaison aux données bibliographiques.

Récemment, la position de la membrane sur unetstaicristallographique de CYP2C9 a été
étudiée (Berka, Hendrychova et al. 2011). La pasiti’équilibre de la membrane (en blanc sur la
Figure II. 14 [B]) est obtenue aprés une dynamiqueéculaire de 100 ns d’un modéle complet
comprenant I'hélice transmembranaire du P450. Gitippnement difféere peu de celui obtenu par
OPM (en bleu sur le méme schéma) en ce qui condenfeuissement de la membrane. Par contre,
I'orientation est quelque peu différente avec uglame 24° entre la position simulée et la position
OPM alors que la position simulée présente un aggiee I’'héme et le plan de la membrane de 35°, ce
qui est en contradiction avec les données expétaten(Ohta, Kawato et al. 1992) (voir Partie 1.4.3
p. 28).
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<+ Cas du CYP2U1

Le CYP2U1 (représenté avec sa membrane en Figuid [IC]) présente I'orientation commune
aux autres isoformes de sa famille. De plus, I'arfgkmé entre 'héme et le plan de la membrane est
de 56°, une valeur comprise entre les 38 et 787ugr@ar Ohta (Ohta, Kawato et al. 1992). Enfin, on

remarque que l'insert (coloré en vert) est lui aaasnteraction forte avec la membrane.

Une orientation de la membrane du réticulum estcdmmoposée par le logiciel OPM pour le
CYP2UL. Cette position est commune a tous les Pd8&0a famille 2 et est en accord avec toutes les
données de la littérature. Des lors, des expé&gede dynamique moléculaire en membrane peuvent
étre entreprises afin de répondre a deux questidise part, est-ce que la position de la membrane
prédite par calcul d’énergie de transfert (OPM)npetr de générer un modele complet (protéine +
membrane) qui ne va pas se dénaturer lors d’'unandigue moléculaire et d’autre part, quelle est la

nature de l'interaction entre l'insert du CYP2Ula&membrane ?
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\

Figure Il. 14 : Prédiction OPM de l'orientation de la membrane des P450s humains. [A] : superpositiotles structures RX
des CYP2A6, 2C8, 2E1, 2R1 (codes PDB 1710, 1PQ268BEt 3CZH) et d'un modéle de CYP2U1 avec les positis de leurs
membranes calculées par OPM. [B] : Structure du CYRC9 (code PDB 1R90) avec l'orientation de la membree prévue par
OPM (bleu) et celle donnée par (Berka, Hendrychovat al. 2011). [C] : positionnement de la membrane BM sur le modeéle 2 de
CYP2UL1. Les hélices sont colorées en rouge, les feuifeda jaune, I'insert du modeéle 2 en vert, 'hemereptésenté en batons et le

reste de la protéine est en gris. Le plan reprégaemir la membrane correspond a la position démnas C1 du glycérol de la bicouche
lipidique.
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I1.3.2 Dynamique de 100 ns de modeles complets (CYP + membrane)

I1.3.2.1 Construction d’une hélice transmembranaire

L’ajout de la membrane de phospholipides rend ptssinsertion au sein du modeéle de I'hélice
transmembranaire N-terminale qui sert d’ancre grdééine dans la membrane. Cette hélice a d’abord
été construite par |-TassefRoy, Kucukural et al. 2010) puis reliée manuebemau reste de la
protéine sous Pymol de telle sorte qu’elle soiemike a la perpendiculaire de plan de la membrane.
Enfin une minimisation sous contrainte a été efféetsous Sybyl 8.0 afin d’éliminer les clashs
stériques liés a la fusion des deux domaines (amigin du modeéle détaillée en partie VI.1.1.2
p.150).

Ce modele completdu CYP2U1 est lenodéle 3 il est comparé au modeéle de protéine soluble

(modéle 2) lors de deux dynamiques moléculaires8es en parallele.

11.3.2.2 Préparation et description des modele

% Préparation des modéles

La membrane de phospholipides est ajoutée au mad&eposition prédite par OPM. Nous
avons choisi une membrane composée exclusivemeRQRC (1-Palmitoyl-2-Oleyl-sn-glycero-3-
PhosphoCholine) étant donné que les phosphatidyielsoreprésentent plus de 50% des composants
du réticulum endoplasmique (van Meer, Voelker et28108). Les protocoles de construction, de
minimisation, d’équilibration des modéles sont démen partie VI.1.4.1 p. 152.

+ Description des deux modeles avant dynamique
Les deux modeles sont incorporés dans des boueall@dépipedes) d’eau et de lipides de grande
taille incorporant plus de 100000 atomes (voir Fegll. 15). Afin d’éliminer les effets de bords $or
des simulations, une couche externe de solvan® de=$t ajoutée au modeéle
La présence d’'une hélice transmembranaire suotieta 3 induit une plus grande perturbation de
la bicouche de POPC. De plus celle-la se situeéeiphpérie de la boite de solvatation. Pour ces deux

raisons, les dimensions en X et Y du modéle 3 thtaéigmentées (passant de 88 a 95 A). Cette

! http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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modification entraine I'augmentation du nombre deléoules de POPC et éloigne I'hélice du bord de

la simulation.

Z:130A

[B]
modéle2  modeéle3
Dimensions de la boite 88x88x130 95x95x130
Nombre d'atomes 92852 114788
Nombre de lipides 198 249
Nombre de molécules d'eau 19610 23444

Figure II. 15 : Les modeles de CYP2U1 en membraneA] : représentation du modéle 3 du CYP2U1 (vue deedsus - gauche
- et de c6té — droite-) en interaction avec une mdirane de POPC Les hélices sont colorées en rouge, les feuflets jaune, les
molécules de POPC en bleu, I'hnéme ainsi que legcutiéds d’eau sont représentés en ba{@js.Principales caractéristiques des
simulations des modéles 2 et 3.

[1.3.2.3 Stabilité et validation des deux modeéles en membrane

X/

% Stabilité des modéles lors de la dynamique

La stabilité des deux modeles est évaluée sur ymangique de 100 ns. Les évolutions au cours du
temps du RMSD et du rayon de giration sont préssnéé Figure Il. 16. On constate que les valeurs
de RMSD évoluent jusqu’a atteindre un plateau dirpde 30-40 ns de dynamique. Cette premiére

phase de dynamique (de 0 a 40 ns) est donc a éomsitbmme une phase d’équilibration au cours de
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laquelle la matrice (ions, solvant et lipides) et Imodéles se réarrangent afin d’adopter une

conformation optimale.

Le rayon de giration est stable a partir de quedglizaines de ns. Pour le modele 2 (sans hélice
transmembranaire), le rayon de giration est cohstan le long de la dynamique a une valeur centrée
autour de 23.&\ si I'on considére tous les atomes. En revancheayen de giration du modéle 3
diminue en début de dynamique pour atteindre uremal 27.6A. Cette diminution du rayon de
giration peut étre attribuée a une contractionadstiucture dans les premiers temps de la dynamique

du fait de la pression de I'environnement membranai
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Figure Il. 16 : Evolution du RMSD et du rayon de gimtion lors de la dynamique effectuée sous NAMD/CHARmM pour les
deux modeles de CYP2U1 (modeles 2 et 3 - calcul &jra une température de 300KLes données sont obtenues soit en considérant

tous les atomes soit seulement le squelette alpha.
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% Evolution de l'orientation de la protéine par rappa la membrane au cours de la

dynamique

Un suivi du positionnement de la membrane a étéckfé au cours de la dynamique afin de

s’assurer de la stabilité du complexe enzyme/mengbi@our cela divers parameétres ont été calculés :

1. La profondeur d’enfouissement de la protéine dansnembrane est mesurée par la
distance, notée D (voir Figure 1l. 17 [A]), enteedentre de masse des atomes de carbone
C1 des molécules de POP(e qui correspond & un point fixe dans la men#yratune
part et le centre de masse des carbanete la protéine d’autre part. Afin de pouvoir
comparer les valeurs pour les deux modeéles, sesllsdrbones des résidus 57 a 544 ont
été sélectionnés pour le modéle 3 — ie les carbanemmmuns a ceux du modeéle 2. Le
suivi est donné en Figure Il. 17 [B]. On constate des courbes d’évolution de D en
fonction du temps sont similaires pour les mod&egt 3. La présence de I'hélice
transmembranaire n’affecte donc pas la profondéenfouissement du P450 dans la
membrane. Toutefois, dans les deux cas, on obs@ediminution de la distance D au
cours de la dynamique De 43A initialement, cette distance se réduit pour athena
partir de 40 ns de dynamique une valeur d’envi®A.3Cela peut s'interpréter comme un
mauvais placement initial de la protéine, placemgunit est rapidement corrigé par la
dynamique.

2. L’orientation de la protéine est mesurée par dewgles, notést et 3, (voir Figure II. 17
[A]) qui correspondent aux angles formés entre eoteur correspondant a I'hélice |
(respectivement I'hélice F) et le plan de la membraoura (respectivement pous).
L’évolution de ces deux angles au cours de la dymaenest représentée en Figure II. 17
[C]. Les mouvements angulaires de la protéine auscde la dynamique sont relativement
limités. L'angle entre I'hélice | et le plan de@embrane (anglea) oscille pour les deux
modeles autour d’'une valeur moyenne de 32° aveealions faibles (de +/- 10°). Il en
est de méme pour I'angle entre I'hélice F et lenmla la membrane (andi dont la valeur

oscille autour de 11° au cours de la dynamique.

! Les atomes C1 correspondent & I'un des trois ater@arbone du groupement glycérol
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Ainsi, les deux modeles de CYP2UL en interactioecales phospholipides conservent une
orientation commune par rapport a la membrane awscde la dynamique (faible évolution des
parametres évaluant I'orientation de la membradistance D, anglest et ). Au cours des 40
premiéres nano secondes, on observe un mouvenarfodissement de A de la protéine dans la
membrane jusqu’a atteindre une position d’équilibee position initiale « OPM » de la membrane est

doncoptimiséelors de cette étape de dynamique moléculaire.

/\z
y
D
>
X
\./
50 60
45 >0
= 40 \g 40
E’ . é" 30 o modéle 2
£ K] ——oamodéle 3
i modéle 2 >
a3 30 < 20 B modele 2
modéle 3 B modele 3
75 10
20 0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Temps (ns)

Temps (ns)

Figure II. 17 : Orientation de la membrane au coursde la dynamique. [A] gauche : lllustration de la éstance D mesurée
entre les centres de masses des C1 des lipides etdD CYP2UL. centre et droite : Orientation des héties | et F du CYP2U1 par
rapport a la membrane (I'hélice | est en orange, hélice J en rouge, un plan représentant la membranest illustré par des
sphéres bleues). [B] Evolution de la distance D awugrs de la dynamique. [C]: Evolution des angles at b au cours de la

dynamique.
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« Effet de I'hélice transmembranaire sur la flexiéildu modeéle.

La flexibilité des structures des P450s a déjal'faijet de nombreuses études(Poulos 2003; Jiang
and Ghosh 2012) et permet de différencier les zatesturales rigides de celles plus flexibles

pouvant correspondre, par exemple, a des entréesnadeix d'acces des substrats au site actif.

Le profil des facteurs B (représenté en Figurd8). a été calculé pour les deux modeles au cours
d’'une fraction de la dynamique (entre 20 et 60 pw)r écarter du calcul des facteurs B les phases

d’équilibration de la protéine.

Ce profil fait apparaitre des zones flexibles cames qui correspondent aux boucles entres les
hélices et/ou feuillets. Ces domaines de flexdgiont communs a tous P450s d’eucaryotes et lé prof
de facteur B de nos simulations est similaire axa#es structures cristallographiques (Graham and
Peterson 1999; Cojocaru, Winn et al. 2007).

De plus, I'hélice transmembranaire présente unadgraouplesse (cette particularité a déja été
observée avec I'étude du CYP2C9 (Berka, Hendrychetval. 2011)) et sa présence modifie la

flexibilité de certains domaines du reste de lagne :

- Les boucles qui ne sont pas en contact avec la naeml(ex : hélice H/l) ne sont pas
influencée par I'ajout de I'hélice ;

- dans les régions en contact avec la membranee)ibifité est diminuée dans le modeéle
comprenant I'hélice transmembranaire —modéle F{d&ecas pour les hélices C/D et F/G).

Globalement, l'analyse des facteurs B montre gy’ih cohérence entre les simulations des
modeles 2 et 3 du point de vue de la flexibilitgelia la présence de I'hélice transmembranaire. La
présence de celle-ci rigidifie le complexe membraneyme (diminution drastique des facteurs B
dans l'insert, les boucles BC et FG,...) et bloqudldaibilité de certaines boucles. Cela remet en
question nombre d’interprétations sur la mallégbildes P450s extraites de dynamiques hors

membrane (Poulos 2003).
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[A] Hélice TM insert A B B C D E F G H | ] K L

500 mmm G GEes -G o G GGG G @ -G -
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Numéro de résidu

[B]
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Figure 1l. 18 : Fluctuations structurelles lors dela dynamique (fractions de dynamique entre 20 et 6s). [A] : Facteurs B
calculés lors d'une dynamique de 100ns en membrammur les modeles 2 et 3. [B] : représentation desdteurs B sur les
structures des modeéles 2 (a droite) et 3 (a gauctle la figure). Les résidus sont colorés selon leur facteur B amegradient allant du

bleu pour les plus rigides au rouge pour les résiesi plus flexibles. Le plan de la membrane gs€=enté en sphéres orange

I1.3.3 Interaction de l'insert avec la membrane

11.3.3.1 Repliement de l'insert dans la membrane

Initialement, I'insert N-terminal se trouve plondans la membrane et reste enfoui au cours de la
dynamique. Nous avons voulu savoir quel peut étrepliement de cet insert au contact la membrane,

la nature des interactions mises en jeu et en tduelques hypothéses sur le role de ce domaine.
% Evolution du RMSD de l'insert : un repliement s&bl

Pour cette étude, la dynamique a été prolongéasjustP0 ns afin d'étudier I'ensemble des

modifications

Le repliement initial adopté par I'insert 2 proviates précedentes simulations pour lesquelles la

protéine était dans un environnement seulementa&olOn peut donc s’attendre a des modifications

78



LE CYP2U1, UNE STRUCTURE SINGULIERE

conformationnelles lorsque l'insert est plongé dane membrane. Sur la Figure Il. 19, en suivant
I'évolution du RMSD des carbonesde l'insert 2, on peut décomposer les mouvementsrsert en

4 phases :

- Lors d'une premiere phase (de 0 a 20 ns), linsdut modéle 2 (sans hélice
transmembranaire) évolue lentement pour atteindrétat stable (son RMSD n’évolue plus
au-dela de 20 ns) alors que le modele avec hélisesmembranaire évolue rapidement
dans les toutes premiéres nanosecondes (phas@w@aoia conformationnelle) ;

- de 20 a75ns (Phase 2), l'insert des deux modédeslue pas ;

- de 75 a 100 ns (Phase 3), I'insert du modéle uévpbur atteindre un état stable ;

- a partir de 100 ns (Phase 4), plus aucune modditaionformationnelle n’est observée :

les deux structures de I'insert sont stables.

Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4

modeéle 2 Ca.

modeéle 3 Ca.

0 20 40 60 80 100 120

Temps (ns)

Figure II. 19 : Evolution des RMSD des carbonea de l'insert 2 du CYP2UL1 lors de la dynamique

On peut donc espérer avoir atteint la conformati@quilibre au-dela de 100 ns. Effectivement, a
partir de 100 ns de dynamigue, on constate quetriectgration de l'insert n’évolue plus. La
comparaison des deux structures finales des ingertsléle 2 et 3) montre que celles-ci sont
identiques en fin de dynamique. Ce repliement fdel'insert au sein de la bicouche est illustré en
Figure 11. 20. Ainsi, bien que le temps nécessaile structuration de I'insert différe selon lag@éce
ou non de I'hélice transmembranaire, un repliensenimun est adopté en fin de dynamique ce qui est
remarquable car les deux systémes auraient pu évolers des conformations distinctes. Ce
repliement doit nécessairement correspondre a wmdortnation stabilisée de linsert dans la

membrane.
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Le temps nécessaire pour obtenir le repliement dad’insert est plus long pour le modéle 3 car,
comme nous l'avons vu avec l'étude des facteurdaBprésence de I'hélice transmembranaire
augmente la rigidité des résidus en contact avemdmbrane (I'insert entre autres) et rend plus

difficile et plus lent le réarrangement structudall’insert.

insert

cytosol

hydrophile Téte polaire

2 —
& :

domaine g J
x

\‘y-l""
domaine \-f\—

hydrophobe \_

Chaine apolaire

insert v LEEF LRERSW.SSHTEAAG BPSv 1 G
hydrophile NS hydrophobe

Figure 1I. 20 : Repliement commun aux deux modelede l'insert 2 en fin de dynamiqueLe domaine N-terminal de la protéine
(modéle 3) est représenté en cartoon, les chaygitsghobes en batons. La surface de la membrarseleSinatisée par les traits rouges

(zone polaire de la bicouche)

% Liaisons hydrogenes avec les phopholipides

Le repliement de l'insert 2 dans la bicouche de €@Bt di aux particularités de sa séquence
protéigue. Les nombreux résidus polaires (avecmmient 5 arginines) vont s’associer par le biais de
liaisons hydrogene et interactions électrostatiquestétes polaires des phospholipides. Certaires d
ces arginines s’associent ainsi aux groupementspblade des molécules de POPC. Les résidus
apolaires de l'insert (valines, leucines, isoleasinsont enfouis plus profondément dans la bicouche

au contact des chaines grasses des POPC.
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% Un échange de phospholipides

L’interaction entre insert et phospholipides esttdograce a un réseau dense de liaisons
hydrogenes et électrostatiques entre insert et merabmais permet tout de méme I'échange de
lipides. Ainsi sur les 4 molécules de POPC initiat en interaction avec les 3 arginines
consécutives de l'insert (ARG82-ARG84) par le bidésliaisons hydrogenes et électrostatiques, on
observe, au cours des 100 ns de dynamique, I'éehdiigpg POPC par un autre. Les éléments de la

membrane en interaction avec I'insert s’échangentau cours de la dynamique.
% ROle potentiel de l'insert

Il semble clair que l'insert 2 assure au CYP2Ulamcrage supplémentaire a la membrane du
réticulum endoplasmique grace a de nombreuse ati@na (liaisons hydrogenes, interactions
électrostatiques, interactions hydrophobes). De endnprésence de I'insert 1 qui rallonge le domaine
extrinseque cytosoligue permet aussi un ancrage futt a la membrane. L'intérét d’'un point
d’ancrage supplémentaire de la protéine a la membsamble faible si I'on considére que tous les

autres isoformes de P450s humains exercent leivit@catalytique sans le posséder.

On peut alors imaginer que l'insert du CYP2U1l smpable de recruter sélectivement des
substrats au sein de la bicouche (phospholipidgsolgpides, stérols,...) afin de permettre leur éatr
au site actif. L’insert pourrait étre aussi capablenteragir avec certains lipides, voire avec aogre

protéine membranaire non identifiée.

1I.4 Etude de la topologie du site actif

I1.4.1 Calcul Voidoo du volume de la cavité du site actif

11.4.1.1 Méthodologie

La cavité définie par les résidus du site actiféac@alculée par le logiciel VOIDOO (Kleywegt and
Jones 1994) couramment utilisé pour ce type deulsalsur des modéles ou des structures
cristallographiques (Wang, Savas et al. 2011; Qakiedula et al. 2012). Comme la plupart des
programmes de calculs de cavité, VOIDOO introduie usonde sphérique (dont le rayon est
généralement celui d'une molécule d’eau) qui pattcdntérieur de la cavité. Deux types de volumes
sont alors calculés, définis par deux surfaces desm la surface accessible au solv&#tS), définie

par la surface balayée par le centre de la spbésedes contacts et la surface moléculaire acdessib
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au solvant §MAS) définie par les contacts de Van der Waals eatmgdtéine et la sphere (voir partie
VI.1.7 p. 157).

Par définition le volume défini par la surface esgible au solvant est un volume lissé, toujours

inférieur a celui défini par la surface moléculaEessible au solvant.

Il est & noter que les cavités peuvent étre ouvette I'extérieur par le biais de canaux d’acces. |
est alors nécessaire de combler virtuellementdeawx par des molécules d’eau ajoutées pour éviter
une divergence du calcul VOIDOO. Dans ce cas, lauvadu volume obtenue présente une erreur de
plus ou moins 10@, liée a la définition de 'embouchure du canal dehc a la localisation de la

molécule d’eau) décidée par I'utilisateur.

11.4.1.2 Volume des sites actifs des modeéles sans membranes (modéles 1 et 2)

Les volumes des sites actifs donnés par la litiéeabnt été calculés en utilisant 'un des deux
modes de calcul de volume (SMAS ou SAS). Ces danméportées dans le Tableau Il. 2, sont donc
difficilement comparables entre elles. Pour pouvawmparer les valeurs des différents volumes de
sites actifs, toutes les cavités des structuresd®xhammifére ont été déterminées et les volumes de
sites actifs calculés en utilisant les deux modesdux de E. Pihan et F. André, non publiés, CEA
Saclay et thése de P. Lafite). Ces valeurs ainsicglles calculées pour les modéles de CYP2U1 sont
regroupées dans le Tableau Il. 2.

La valeur qui représente le mieux I'espace disderdlo sein de la cavité correspond a la surface
de Van der Waals et donc au SMAS. On peut alotindiger les P450s selon la taille de leur site

actif :

Certains isoformes sont caractérisées par un voldensite actif faible (inférieur a
500A% pour un volume SMAS). Ces P450s tels que les CYP2E@, 2B4 sont connus
pour oxyder des substrats de petites tailles (Garerig2005);

D’autres P450s comme les CYP2J2 ou 2B6 présediEmntvolumes de sites actifs
intermédiaires (compris entre 500 et 14%Q

Enfin, les autres P450s présentent des volumegalbeaucoup plus grands allant de
1000 a plus de 2008 aprés déformation du site actif par le substrastde cas des

CYP3A4 et 51A1. Ces isoformes prennent en chargesdiestrats de grande taille.

Le CYP2U1, avec des volumes SMAS de 911 et $81pour les modéles 1 et 2

respectivement, fait donc partie des P450s ayantolume de site actif de taille intermédiaire. De
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plus, il N’y a pas de grande différence entre ldsmes de sites actifs du modéle de CYP2U1 tronqué
(modéle 1) et de CYP2U1 soluble (modele 2). Lagmés de l'insert N-terminal ne modifie pas le

volume de la cavité.
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P450  Identifiant Substrat / Mutation SMAS SAS SMAS SAS - SMAS - SAS
moyen moyen littérature littérature
19A1 3EQM Androstenedione 456 105 456 105 400° -
1A2 2HI4 Alpha-naphthoflavone 526 89 526 89 375°, 406" -
a a
241 3KV CHAPS - . . a a - -
3K9Y CYMAL-5 - - - -
2A13 2P85 Indole 347 72 347 72 304% -
1710 Coumarine 256 51 250° -
1711 Methoxysaléne 270 54 - -
2FDU N,N-Dimethyl(5-(pyridin-3-yl)furan-2-yl)methanamine 297 62 - -
2FDV N-Methyl(5-(pyridin-3-yl)furan-2-yl)methanamine 298 61 - -
2FDW (5-(Pyridin-3-yl)furan-2-yl)methanamine 285 56 - -
286 orpy Adrithiol 404 83 307 63 - -
2PG5 - (mutation N297Q) 314 69 265° -
2PG6 - (mutation L240C/N297Q) 298 56 245° -
2PG7 - (mutation N297Q/1300V) 304 63 310° -
3EBS Phénacétine 346 73 - -
3G93 1-biphenyl-4-methyl-1H-imidazole -7 -7 - -
3G5N 1-biphenyl-4-methyl-1H-imidazole -2 -2 - -
1SUO Chlorophénylimidazole 272 37 271° -
2B4 2BDM gifon;’zole -7 -7 383 66 - -
2Q6N 1-(4-cholorophenyl)imidazole 493 94 - -
1PO5 - -2 -2 - -
363e (modeTe)
2B6 3IBD Chlorophénylimidazole 853 145 853 145 (ggaenz -
1DT6 - 939 238 - 360"
2C5 1INR6 Diclofénac 636 146 779 190 - -
1IN6B Diméthyle dérivé de sulfaphenazole 761 187 645° -
1PQ2 - 1749 374 -
2VNO Troglitazone 1230 324 -
2C8 2NNH Acide rétinoique 1406 426 1601 388 1438°9 -
2NNI Montelukast 1704 401 -
2NNJ Felodipine 1917 413 -
10G2 - 1499 476 - 670'
2C9 10G5 Warfarine 1577 492 1424 415 1667' 470"
1R90 Flurbiprofene 1197 277 - -
2D6 2F9Q - 527 79 527 79 540’ -
3E4E 4-methylpyrazole 226 32 189,5° -
3E6I Indazole 217 34 190" -
2E1 3GPH 10-imidazolyl-decanoic acid 512 97 392 68 440° -
3KOH 8-imidazol-1-yloctanoic acid 515 97 420° -
3LC4 12-imidazol-1-yldodecanoic acid 487 80 473 -
232 Modeéle P. Lafite 981¢ 113¢
3DL9 1-alpha-hydroxy-vitamin D2 1167 459 - -
2R1 3C6G Vitamine D3 825 219 1012 306 979 -
3CZH Vitamine D2 1044 240 - -
oU1 modéle 1 sans membrane 911 111
modéle 2 sans membrane 931 98
1TON - 1324 356 1386™ -
1WOE - 1257 385 - )
1WOF Progestérone 1239 406 - 520'
A4 1W0G Metyrapone 1332 462 1596 558 -
2JOD Erythromycine 2321 972 2000" 950"
2VOM Kétoconazole 2103 769 1650" -
2Q9F Cholestérol-3-sulfate 843 225 - -
46A1 209G _ 930 251 886 238 ] ]
51A1 3LD6 Kétoconazole 1615 459 1615 459 - -
7A1 3DAX - 664 123 664 123 - -
8A1 21AG - 989 149 989 149 - 355°

Tableau Il. 2 : Volumes de cavités de sites actifsedP450s.a : structure trop ouverte pour détecter une cabité(Ghosh,
Griswold et al. 2009), c: (Sansen, Yano et al. 720@ :(DeVore, Smith et al. 2008), e : (Nguyen,chgpoulos et al. 2008), f:
(Williams, Cosme et al. 2000), g : (Schoch, Yanalet2004), h : (Williams, Cosme et al. 2003), iWilliams, Cosme et al. 2004),
j :(Rowland, Blaney et al. 2006), k : (Porubsky, Melgeet al. 2008), | : (Strushkevich, Usanov et24l08), m : (Yano, Wester et al.
2004), n : (Koch, Hoppmann et al. 2006), o : (Chjarigh et al. 2006), p : (Porubsky, Battaile et &1®), q : (Lafite, Andre et al.

2007).
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11.4.1.3 Oscillations du volume de la cavité lors des dynamiques en membrane

Dans les modéles membranaires (modéles 2 et 33, anmns étudié I'évolution du volume du site
actif au cours de la dynamique. Pour cela, une reeda SMAS et de SAS est effectuée sur des
structures prélevées toutes les nanosecondes €Fidur2l). Les volumes de site actif sont
relativement stables au cours de la dynamiqueme=sres de volume SMAS comprises entre 1000 et
1500 A® (avec une valeur moyenne 1368 #1178 et 1404 +A%@our les modéles 2 et 3
respectivement) et celles de volumes SAS compesége 250 et 508° (avec une valeur moyenne

351 +112 et 413 +6A°pour les modéles 2 et 3 respectivement).

Ces volumes sont supérieurs a ceux calculés psunbdeles de CYP2U1 sans membrane. Cette
différence s’explique du fait que les structuresisaquelles sont calculés les volumes au couta de
dynamique ne sont pas minimisées. Une minimisatioinaine en effet une relaxation des chaines

latérales des résidus du site actif vers son coeuqui diminue le volume.

2000

g

Modele 2 SAS
1000

—==modele 2 SMAS
modeéle 3 SAS

Volume de la cavité (A3)

—==modele 3 SMAS

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temps (ns)

Figure Il. 21 : Evolution du volume de la cavité los de la dynamique

Il n"est donc pas pertinent de comparer les valalg volume obtenues au cours de ces
dynamiques a celles d’autres P450s. Cependantuingrearquer que les volumes de site oscillent de
facon périodique entre un volume minima et un vaumaxima au cours de la simulation. Cette
oscillation est beaucoup plus visible pour les nws de type SMAS que pour ceux de type SAS et
traduit laflexibilité du site actif. Cette flexibilité du site actif a souvent été gwée pour les P450s du
fait de leur capacité a d’accueillir dans un méite &ctif un grand nombre de substrats de strusture
différentes. (Berka, Anzenbacherova et al. 2012).
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Au niveau moléculaire, ces oscillations sont duedea mouvements des chaines latérales des
résidus bordant le site actif, notammenPHE167 et la LEU530qui par leurs mouvements au cours
de la dynamique, peuvent considérablement afféesteslume du site actif (voir Figure Il. 22).

Notre simulation a permis de caractériser les @labbns de résidus majeurs du site actif;
fluctuations qui permettent a 'enzyme de s’adapter substrats, le site actif ayant une plasti@ga

la mobilité de chaines latérales, davantage quiadhilité des structures secondaires qui I'entouren

Site contraint (~1000 A3) Site libre ( ~1500 A3)

Hélice F

Hélice |

Figure II. 22 : Dilatation du site actif au cours ¢ la dynamique.Les volumes de site SMAS calculés par VOIDOO sont
représentés en grillage rose, les éléments steuctien contact avec le site actif sont visualisésede cartoon gris, I'héme et les
résidus influant sur le SMAS du site en batonsdleu

I1.4.2 Résidus tapissant la cavité du CYP2U1, description de la cavité
Pour poursuivre la description du site actif du QYR, outre le volume de site actif, il est
intéressant de donner des éléments sur sa forsue ks résidus qui le tapissent.

La description de la topologie du site actif d’'isTzyme est également un préalable avant toute

expérience d’arrimage moléculaire (@ocking.
% Description de la cavité

La cavité du CYP2U1 est longée par les hélices £; |, par les boucles BC et[KE ainsi que par
le feuillet34 (voir Figure Il. 23). Contrairement a certaingsidures cristallographiques, il n’y a pas

de canal visible de I'extérieur.
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Hélice F\

Feuillet 4

—. 421
Boucle K1

Hélice |

Figure 1I. 23 : éléments de structure et résidus faissant le site actif du CYP2U1La surface de la cavité calculée par VOIDOO
est représentée en grillage rose, 'heme en bammn kes différents résidus du site actif en batoolerés suivant leur élément de
structure secondaire. Les deux vues correspondel@ua représentations aprés une rotation a 180Jaethant le plan de I'héme
perpendiculaire au plan de la figure.

% Premiére couronne hydrophobe du site actif

Comparée a d’autres P450s de la famille 2 et nomhau CYP2J2 (Lafite, Andre et al. 2007), la
partie de la cavité proche de I'heme n’est pagcérdans le CYP2U1L. Ceci est illustré par la Fegur
Il. 24. En effet, les résidus qui bordent le sitgifades P450s de la famille 2 sont relativement
hydrophobes et forment une couronne qui, selorragon interne, restreint plus ou moins I'accés des
substrats a I’héme. Contrairement au CYP2J2, ilan'gpas de géne stérique pour le CYP2U1 qui
pourra donc oxyder ses substrats sur des posifitnssou moins encombrées (ce que le site actif
CYP2J2, par exemple, ne permet pas de par sa gppplo
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PHE310 ALA311 THR315 P3438 ALA352 THR356

VAL417

ALA420

CYP2J2 CYP2U1

Figure II. 24 : Premiére couronne hydrophobe au vainage de 'héme des modéles de CYP2UL1 et 2l&s résidus de cette

premiere couronne sont plus resserrés pres ded'lp@mur le CYP2J2 que dans le CYP2U1

[1.5 Evaluation des canaux d’acces au site actif

Pour tous les P450s, le site actif est connecenaitonnement extérieur par un jeu de canaux qui

permettent le passage des substrats et produiendgme et de molécules d’eau.

L'étude de ces canaux lors d’une dynamique perraatamnaitre leur orientation par rapport a la
membrane et dans notre cas, d'observer des oueerter fermetures de canaux et d'évaluer

d’éventuelles interactions avec l'insert du CYP2UL.

I1.5.1.1 Méthodologie

Sur le méme principe que le calcul de volume deasit cours de la dynamique, une recherche des
canaux d'accés au site actif a été effectuée avaltes réguliers (toute les nano secondes) paur le
deux simulations en membrane (modéle 2 solublecetete 3 intégrant I'hélice transmembranaire).
Ces calculs sont effectués grace au logiciel MOLE dont le fonctionnement est détaillé en partie
VI.1.6 p.155.
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11.5.1.2 Canaux d’acces au site actif du CYP2U1

< Vue d’ensemble

Au total, 8 différents canaux ont été observés ainsnune fois au cours de la simulation. Nous
utiliserons la nomenclature de Rebecca Wade (Cajpcd/inn et al. 2007). Les canaux sont
référencés dans le Tableau Il. 3. Les résidus borllentrée du canal ainsi que les éléments de
structure secondaire qui définissent cette entoé¢ aussi reportés dans le tableau. Ces huit canaux
sont ceux identifiés « classiquement » dans leststres de P450 d’eucaryotes (Berka, Hendrychova
et al. 2011) avec six canaux de la famille 2 (Z& 2b, 2c, 2e et 2f) identifies comme les canaux
d’entrée/sortie du substrat et/ou métabolites,deat w comme un canal dédié a la circulation de
molécules d’eau et le canal Solven} pouvant transporter des molécules d’eau voiresubstrats

dans certains cas.

Canal résidus encadrant I'entrée du canal Eléments de structure secondaire bordant I'entrée du canal
2a PHE72, ASN264, LEU 268 boucles FG et BC, feuillet 31, insert 2
2ac VAL159, ARG288, GLU291 boucle BC, hélice G
2c LYS161, THR295, TYR344 boucle BC, hélices G et |
2b VAL153, TYR125, ASN271 boucle BC, feuillets 1 et 32
2e ARG152, GLU162, PHE167 boucle BC
2f ASP97, LYS163, LEU263 boucle BC, insert 2
W GLU145, ASP149, LYS163 boucle BC, linker N-terminal
S GLU260, ASP355, LEU532 hélices F et E, feuillet B4

Tableau Il. 3 : éléments de structure et résidus balant I'entrée de chaque canal identifiés sur le CYRU1

X/

++ Interaction des canaux avec la membrane et I'imke@YP2U1

La position relative des canaux par rapport a lanbrane peut étre décrite comme suit dans le
modele 3 (voir Figure II. 25 et Figure 1. 26).

- Deux canaux (S et w) débouchent dans cytosol ;
- deux autres canaux (2c et 2ac) débouchent a faterentre la membrane et le cytosol ;
- les autres canaux débouchent directement au ndetaubicouche lipidique.

Le canal w débouche logiguement au niveau du clymoce canal est connu pour transporter
'eau au site actif. Les canaux 2ac et S ont étpgeés comme canaux de sortie des produits de
réaction (Fishelovitch, Shaik et al. 2009; SobwijBruijn et al. 2011). Leurs orientations (dué&d

du cytosol ou a l'interface membrane/cytosol) eshpatible avec ce réle, les produits d’oxydation
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étant toujours plus solubles que les substratscdmal S a aussi été proposé comme canal d’entrée

d’eau (d’ou son nomsolvenj

En ce qui concerne I'entrée de substrats au stit B CYP2UL serait capable de prendre en
charge des substrats apolaires (tels que des apia®s Dans cette optique, ceux-ci passeraieriepar
tunnels en provenance de la membrane. Mais il puaussi bien avoir pour substrat des molécules

plus polaires, solubles dans le cytosol, qui ttangient alors par les canaux 2c ou 2ac.

D’autre part, I'insert 2 du CYP2UL présente la ipatarité d’étre en interaction avec deux canaux
d’acces (les canaux 2f et 2a — voir Figure 1l. 28s mouvements de l'insert lors de la dynamique
pourraient donc perturber I'ouverture et la fermetde ces deux canaux, d’ou la nécessité d'effectue

une étude de I'état d’'ouverture de chaque canabats de la dynamique.

(8]

cytosol

\ insert

Figure II. 25 :[A] :Interaction des canaux 2a et 2favec l'insert 2 du CYP2U1 (modéle 2 représentélp protéine est représentée
en cartoon gris hormis linsert (vert), 'héme est bleu, les canaux en jaune et orar{§é, Représentation schématique des
débouchés des différents canaux du CYP2U1 associ&aanembrane.
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% Ouverture et fermeture de canaux lors de la dynaeniq

Il est & noter que des mouvements structuraux ir@ap ont été reportés sur un autre P450 lors de
I'interaction avec des substrats de grande talllR3A4 et kétoconazole) (Ekroos and Sjogren 2006).
Une des premiéres questions est de savoir s’ilredufi des changements structurels importants,
notamment lors de la liaison d’'un substrat au adtf capables, par exemple, d’ouvrir un canal de
sortie du site actif. Une des limitations des satiohs en membrane est donc I'absence de subsirat g

pourrait entrainer des mouvements structuraux itapts.

En effet, au cours de ces deux dynamiques, il @a @té observé de grands changements
conformationnels dans la structure du CYP2U1 quirgent entrainer I'ouverture et la fermeture de
canaux. Il existe tout de méme une dynamique d'duke et de fermeture des canaux d’acces due a

des mouvements de faible ampleur de la structute getéine.

L'ouverture de chaque canal a alors été caract&raé cours de la dynamique par deux
parametres : d’'une part le taux d’ouverture glaleathaque canal (présenté en Figure Il. 26), ddautr

part I'’évolution du rayon de chaque canal d’autaad (présenté en Figure Il. 27).
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100 -

modéle 2 (
[A] 0 [B]
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canal d'accés

100

modéle 3
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60
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Taux d'ouverture (%)
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canal d'acces

Figure 1. 26 : Les canaux d'acces au site actif dCYP2UL. [A] : représentation des principaux canawd’accés ouverts lors
de la dynamique en membraneLa protéine est représentée en gris excepté Iltéligaune), I'hélice transmembranaire (rouge) et
I’'héme (orange). L'attribution du nom de chaqueatast conforme a la nomenclature de V. Cojocarygogaou, Winn et al. 2007B] :
Pourcentage des poses de la dynamique pour lequibgue canal est ouvert (rayon minimal supérieur .2 A).

Le canal wd’entrée de I'eau présente un taux d’ouverturaviant quel que soit le modeéle, autour
de 60% dans les deux modeles. Aucune modificatiofiocmationnelle spécifique pouvant conduire a
I'ouverture ou la fermeture de ce canal n'a étéolk¥e pendant 120 ns.

Le canal 2f qui est en interaction a son extrémité avecdihsest le canal qui est le plus souvent
ouvert. Il est observé dans plus de 80% des poses Ips deux modéles et ce, avec des rayons
supérieurs a& Ce canal est donc I'un des principaux (sinonriegipal) canal d’accés au site actif et

son ouverture n'est pas perturbée par la présentmsert du CYP2UL.

Pourle reste des canaux de la famille, 2rois facteurs influencent I'ouverture ou la feftore des
canaux :
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1. La conformation de la boucle FG : les hélices FGebbstruent I'embouchure du canal 2a

et laissent ouvert le canal 2b. Un changement corationnel de ces hélices a été observé
conduisant a la fermeture de canal 2b et a 'ouverdu canal 2a.

2. La conformation de la boucle BC : Un mouvement duma type que celui de la boucle FG

est observé ; la boucle BC oscille entre deux jpost I'une permet I'ouverture du canal 2e
et laisse le canal 2ac fermé, I'autre position pgue I'inverse.

3. La conformation de l'insert 2 : des chaines lagsale résidus situés sur l'insert peuvent

obstruer le canal 2a. Cette voie d’acces au stié@aut alors rester fermée lors de longs
intervalles de temps (voir Figure Il. 27) mais dmserve aussi lors de la dynamique du
modele sans hélice transmembranaire, de longusepldouvertures de ce canal (aprés 50
ns). Ce canal est donc sous l'influence d’'une gégeaque par l'insert 2, mais reste un

possible canal d'accées au site actif.

Le canal Sprésente un taux d’ouverture qui difféere selomiadele étudié. En effet, ce canal est
ouvert dans 40% des poses pour le modele 3 podddudite transmembranaire alors que son taux
d’ouverture est inférieur a 10% pour le modéle ett€difference s’explique par un Iéger déplacement
du feuillet B4 lorsque I'hélice transmembranaire est présenieeqpéche I'ouverture du canal.
D’autre part, méme si le canal S est plus souvaker dans le modéle 3 que dans le modele 2, le
rayon d’ouverture de ce canal reste toujours faflsiérieur a A — voir Figure Il. 27). Ce rayon
maximal est peu compatible avec le passage de ulefautres que I'eau. Il est donc plus probable

gu’il soit dédié au transport de molécules d’easitriactif ou qu'’il ne soit pas actif.

En conclusion, quels sont les canaux les plus &bles en termes de rayon ? (interprétation
synthétique de la Figure Il. PDans le modele 3, a priori le plus pertinent, lasaux 2c et 2f
semblent les plus importants pour 'admission destats. Seul le canal 2f est sous l'influence de
I'insert. Le canal w est homogéne mais étroit,deat S plutdt fermé. Le canal 2f est apte a laurapt
de substrats directement dans la membrane alortedd@epeut admettre des substrats plus polaires a

I'interface membrane/cytosol, voire servir de cat@bkortie des métabolites.
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modele 3
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Figure 1. 27 : Cinétique d'ouverture et de fermetue des canaux lors de la dynamique en membran®our chaque canal,

I'état d’ouverture est caractérisé au cours deyfeathique par une couleur allant du rouge (canedd®rau vert (canal grand ouvert).

1.6 Conclusion

Le CYP2UL1 offre une singularité structurale du titla présence dieux inserts N-terminaux

dont I'un (I'insert 2) particulierement inédit esthe en résidus chargés et protiques (arginir@ss3.

deux inserts se sont réveélés inédits parce quiis des séquences totalement uniques (aucune

homologie de séquence avec les autres protéindsades de données) ce qui rend leur modélisation

par homologie inaccessible. De plus la prédictinmel structure secondaire pour ces domaines s’est

révélée infructueuse ce qui indiquerait I'abseneesttucturation en hélice ou en brin dans cette

région. Trois modéles du CYP2U1 dont le domainehatnal est plus ou moins tronqu&sg, A104

et protéine totale) et pour lesquels les insertsétd reconstruitsle novoont donc été modélisés au

cours de ce travail de these.

Une comparaison des sites actifs des différentseteeca montré que la présence des inserts ne

modifie pas la topologie du site. Le role de cewits est donc ailleurs, peut-étre dans la séitctie

capture des substrats ou dans I'interaction ded&me a la membrane ou a un autre partenaire.

94



LE CYP2U1, UNE STRUCTURE SINGULIERE

L'intégration des modéles de CYP2U1 dans une memebde phospholipides a mis en évidence
I'interaction des résidus polaires et chargés (natant des arginines) de l'insert 2 avec les groupes
phosphates de la membrane. Cet insert pourrait déinc un ancrage supplémentaire du CYP2U1 a la

membrane.
La topologie du site actif a été étudiée en détails deux aspects au cours de la dynamique:

1. Le volume du site actif a été déterminé. Il seesiians la moyenne des volumes de sites
calculés pour les autres P450s de mammiferes (laSSkalculé pour les modeles 1 et 2
sont voisins de 928%. Lors de la dynamique, la flexibilité du siteifiet été caractérisée
par des fluctuations périodiques du volume de site.

2. L’étude des canaux d’acceés et de leur dynamiqueveidure montre que les canaux
d’accés au substrat sont principalement dirigés l@membrane ou a son interface. Le
canal 2f se trouve en interaction avec l'insert 2s celui qui présente le taux d’ouverture

le plus important. C’est donc, pour nous, le camailégié pour I'entrée des substrats.

Du fait de son interaction avec la membrane etrsaimité immeédiate avec I'entrée du principal
canal d’'acces des substrats au site actif, il estc possible que linsert 2 joue un réle dans le
recrutement de substrats (lipides, phospholipidesau sein de la membrane.

Enfin, maintenant que la topologie du site actif @P2U1 a été caractérisée ('ensemble des
résidus qui tapissent ce site actif a été référéorsede notre étude structurale), il sera possiae
confirmer les premiéres activités enzymatiques ldésen vitro par des expériences d'arrimage

moléculaire docking.
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CHAPITRE III.
PRODUCTION DU CYP2Ul1 DANS UN SYSTEME
HETEROLOGUE
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[11.1 Choix des systémes de production

Plusieurs systemes de production hétérologuesesoinsageables pour les P450s. Les meilleurs
taux de production sont obtenus lors de I'expressians des systemes procaryotes (E. coli étant
I'néte le plus utilisé) (Estabrook, Mason et al.919 Fisher, Caudle et al. 1992). Toutefois ces
systémes nécessitent de supprimer I'ancrage memibead-terminal du P450. Ce mode d’expression

est préconisé pour les études structurales etregeopiques de la protéine.

L’expression peut aussi se faire en milieu eudatyprincipalement sur des cellules d’'insectes
(Lahde, Raunio et al. 1993) ou sur des lignéeslle@gies humaines (Howard, Aoyama et al. 1990)

mais les taux de productions associés a ces dees rstent insuffisants.

La derniére solution est d’opter pour une produrctians la levure, autre systéme eucaryote qui
permet a la fois de conserver I'ancrage membramaiterminal et d’espérer des taux de productions

convenables.
Deux modes de production ont donc été mis au point

% une production dans la levuf® cerevisiaea été développée pour les tests d'activités
enzymatiques d’autant plus que le laboratoire pEssgne forte expérience dans la
production de P450s dans la levure (PeyronneawaRieet al. 1992);

% une expression dans E. coli a été lancée dansdiapte futures études spectroscopiques

et structurales et sera traité en annexe.

II1.1.1 Un systéme eucaryote adapté aux études enzymatiques, la levure Saccharomyces

cerevisiae

[I1.1.1.1 Influence de la souche de levure

Au vu de la nécessité d’obtenir de grandes quanti#nzymes (plusieurs nmoles), de nombreuses
cultures de levures exprimant le CYP2U1 ont étéepnises. Ces cultures ont été réalisées sur

différentes souches de levure :

1. La souche W(R) surexprimant la P450 réductasedeé,
2. la souche W(hR) surexprimant la P450 réductase imema
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3. la souche W(N) ne surexprimant pas de réductaseP4%0 réductase de levure est
toutefois exprimée dans cette souche de fagcon eneog

Une description compléte des trois souches utgigse disponible en partie VI.2.3.1 p.164.

Des cultures de levure ayant été transforméespatasmide vide (plasmide de surexpression du

CYP2UL1 pour lequel le géne du P450 a été suppraméqussi été effectuées afin de servir de témoin
négatif lors des tests biologiques.

Les fractions microsomales contenant le CYP2UL emduite été isolées selon un protocole
détaillé en partie VI.2.2.5 p. 164.

L’activité réductase mesurée pour chacune des resltoorrespond a ce qui est généralement
obtenu (Peyronneau, Renaud et al. 1992) : une &mtigité pour les microsomes issus de souche
W(R), une activité moindre pour microsomes donsdache de levure surexprime la P450 réductase

humaine W(hR) et logiquement une faible activitdugiase lorsqu’il n'y a pas de surexpression de la
réductase W(N).

X Taux de
Concentrations . s
nombre production Activité réductase
souche de Plasmide (nmol/L de *
cultures (pm°|P450 / mgprotéines) culture)
min-max | moyenne moyen moyenne
W(R) 4 V60-2U1 27-112 81 5.2 1600
W(hR) 19 V60-2U1 39-91 60 3.9 1200
W(N) 4 V60-2U1 50-93 62 4.1 60
W(R) 1 V60-vide 0 0 0 1750
W(hR) 2 V60-vide 0 0 0 1100
W(N) 1 V60-vide 0 0 0 60

Tableau llI-1 : Récapitulatif des cultures de CYP2Uleffectuées dans la levure:.: activité en nmol de Cytochrome C réduit par
mg de protéine et par minute.

Les taux de productions sont comparables quellesgitda souche avec néanmoins une meilleure
production lorsque la souche W(R) est utilisée. dbéant, seule la souche W(hR) permet d’obtenir
une fraction microsomale présentant un spectreéreiftiel [F&-CO] avec une unique bande
d’absorption a 450 nm. En effet, lorsque les sosidhW¢R) ou W(N) sont utilisées, le spectre obtenu
comporte deux pics : 'un minoritaire a 450 nm etautre caractérisé par une bande d’absorption a
420 nm. Cette espéece absorbant & 420 nm a étdedéomme une forme inactive du P450 pour
laquelle la liaison cystéine fer n’est pas présente
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L’expression du CYP2U1 dans une souche qui sunexplta P450 réductase humain permet peut
étre d’obtenir un meilleur couplage entre le P46Main et sa réductase (elle aussi humaine) loks de
phase d’expression ce qui favoriserait la formatiaame forme active de P450 avec une liaison entre

la cystéine et 'atome de fer de I'héme.

L’expression du CYP2U1l dans la levure a donc éféckfée dans des souches de levure

surexprimant la P450 réductase humaine — souch&W(h

[11.2 Caractérisation biochimique du cytochrome P450 2U1

La présence du CYP2U1l au sein des fractions miorakes des cultures de levure a été
vérifiée. Deux caractérisations ont été entrepris@gs dosage spectroscopique de I'hémoprotéine et

une caractérisation biochimique via un Western Blac une révélation par un anti-corps anti-2U1.
II1.2.1 Dosage spectroscopique

La concentration en CYP2U1 est déterminée par spmcipie différentielle selon la méthode
de T. Omura et R. Sato (Omura and Sato 1962). lwerdration en CYP2U1 est calculée en
mesurant I'absorption & 450 nm du complexée'[E®] formé aprés réduction de I'néme et ajout de
CO. Cependant, il arrive que I'espéce majoritainemodservée absorbe a 420 nm (voir Figure llI-1,
[B]) ce qui correspondrait au complexe '[R20] pour laquelle la cystéine axiale ne coordihes e
fer de 'hneme. Cette situation n’est pas toutefaisolument synonyme d’'une forme inactive de
l'enzyme. En effet des P450s présentent un signabsdrption similaire (Bhamre,
Anandatheerthavarada et al. 1992) a 420 nm etr&@mmoins catalytiquement actifs.

99



PRODUCTION DU CYP2U1 DANS UN SYSTEME HETEROLOGUE

[A] [B]
0.1 . . , , 0.01 . ,

0.08

0.005
0.06
< < 0
0.04
-0.005
0.02 - 4
o O R S B _001111
400 420 440 460 480 500 400 420 440 460 430
A (nm) A (nm)

Figure 1II-1 : Spectre d’absorption différentielle des complexes [FeCO] [A] : Spectre d’absorption différentiel
« classique » des P450s obtenue a partir du CYP2l@gprimé dans la souche W(hR) [B] : Spectre présenthune seconde bande
d’absorption a 420 nm caractérisant la présence dhe seconde espéce pour laquelle la liaison cystéfaeest rompue. Spectre
obtenue a partir du CYP2U1 exprimé dans la souche {R).

I11.2.2 Immunodétection du CYP2U1 par Western-Blot

Une seconde caractérisation du CYP2U1 passe pacdmnaissance de I'enzyme via un Western
Blot. L'anticorps polyclonal nous a été fourni pdagnus Ingelman-Sunberg (Institut Karolinska,
Stockholm, Suede). Il a été produit par inoculattbez le lapin d'un peptide spécifique du CYP2U1
correspondant a sa séquence C-terminale (Karl@acklund et al. 2004). Cet anticorps a déja été
utilisé pour détecter la présence de CYP2U1 dafiéreints tissus de cerveau humain (Duthell,
Dauchy et al. 2009).

La protéine totale exprimée dans la levure eshdtte & 60 kDa et une bande est bien observée
pour cette taille de protéine. La caractérisatieh amnfirmée par I'absence de protéine a ce poids
moléculaire pour la levure n’ayant pas intégréplésmide (visible sur la Figure 111-2). L'expressio
du CYP2UL1 est donc confirmée pour les microsomekedéare. Du fait de la nature polyclonale de
I'anticorps utilisé, d’autres bandes sont révélgas autoradiographies de la membrane de Western
Blot, ce qui correspond a des associations deidamts avec d’autres protéines des microsomes de

levure.
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Figure 11I-2 : Autoradiographie de la membrane du Western Blot. L'expression dans E. coli est détailléen annexel : dépot
d’extrait de E coli transformée par un plasmide p@\e (ne contenant pas de géne de P450), 2 : dipdticrosomes de levure
transformées par un plasmide V60 vide (ne contepastde gene de P450), 3 : dépdt d’'extrdit doli surexprimant le CYP2UL, 4 :
dépdts de microsomes de levure surexprimant le CYP2U

101



PRODUCTION DU CYP2U1 DANS UN SYSTEME HETEROLOGUE

[11.3 Conclusions

Les études antérieures du CYP2UL ont été effectgiee a des productions de I'enzyme en
cellule humaine HEK (Karlgren, Backlund et al. 2p04 en cellule d’'insecte Sf9 (Chuang, Helvig et
al. 2004). Ces systemes de production ne permaltehtenir que de faibles quantités de protéine,

quantités insuffisantes pour une recherche d'daétemzymatique.

Au cours de cette thése deux systéemes d’expressimplémentaires du CYP2U1 ont donc été

mis au point.

Un premier systeme d’expression dans la lev8eeccharomyces Cerevisia® permis une
production d’'un complexe de protéines membran&r¢B2U1-P450 réductase catalytiquement actif.
Les taux d’expression de ces deux protéines dateylase sont modestes mais largement suffisants
pour permettre des études de recherche de suliSteat. d’'ailleurs avec ces-mémes microsomes de
levures surexprimant le CYP2ULl que seront pratigeéstests d’activités pour la recherche de

nouveaux substrats au CYP2UL1 (chapitre suivant).

Le second systeme d’expression dans la badteeli est décrit en annexe. Il permet d’obtenir de
plus grandes quantités d’enzyme soluble (forme quée de la protéine). L'optimisation des
conditions de culture a été entreprise en vue gedduction d’une forme active de la protéineelte
a entreprendre une purification compléte du CYP#lids ce systeme de production afin d’envisager
des études structurales (cristallisation et étagilents X). A ce jour, nous avons toutefois confiané
le CYP2UL1 produit dank. coli posséde les mémes propriétés catalytiques querea fmembranaire

exprimée dans la levure.
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CHAPITRE IV.
VERS DE NOUVEAUX SUBSTRATS DU CYP2U1

103



VERS DE NOUVEAUX SUBSTRATS DU CYP2U1

V.1 Quels substrats pour un CYP orphelin ?

IV.1.1 Méthodologie

Hormis une activité d’hydroxylation en positiomet w1 d’acides gras a longues chaines tels que
I'acide arachidonique, I'EPA ou la DHA (Chuang, tiglet al. 2004), aucune activité enzymatique du

CYP2U1 n’était connue lors du lancement de ce pagdahese

Afin de trouver de nouveaux substrats pour cetieyree, nous avons opté pour une stratégie
dirigée et avons utilisé comme substrats potentiels molécules connues pour étre transformées par
d’autres P450s, principalement ceux de la mémelliathi De plus, hous nous sommes principalement
concentrés sur les substrats des P450s les plakgsad’un point de vue phylogénétique a savoir les

CYP2J2, 2D6 et 2R1 ainsi que sur les substratepte&sle maniére endogene dans le cerveau.

Les tests d’activité ont été effectués par inculvatie microsomes de levures surexprimant le
CYP2UL1, en présence ou absence de cofacteur NADRE substrat potentiel (& une concentration
de 20QuM). La recherche d’éventuels produits de métabdisest ensuite faite le plus souvent par
une analyse de l'incubat par chromatographie ligundute performance couplée a une détection par

spectrométrie de masse (CLHP-SM).

IV.1.2 Liste des molécules testées

A ce jour, une librairie de plus de soixante-dibswats potentiels (présentés dans le Tableau
IV-1) a été testée comprenant a la fois des maddcahdogénes mais aussi différents exogenes (le
plus souvent des principes actifs de médicamertsthaque fois que cela était possible, une
incubation contréle en présence de lisoforme d&O0P&ansformant le substrat potentiel a été
effectuée afin de s’assurer a la fois de la vaidii test enzymatique et de la méthode de détedtion

produits de métabolisme.

En pratique, lorsque I'analyse de l'incubat se fait spectrométrie de masse, nous recherchons
d’éventuels produits de métabolisme qui présentenonrapport m/z augmenté de 16 unités par
rapport a celui du substrat. Ceci traduit I'ajoidndatome d’oxygéne au substrat lors de réactions
d’hydroxylations ou d’époxydations, principalesatans catalysées par les P450s. Lorsque l'activité

caractéristique associée au substrat est differetme hydroxylation (par exemple la O-
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déméthylation de la codéine catalysée par le CYP2D6us recherchons aussi les produits de
métabolismes associés a cette réaction (et dong, mpaire exemple, un produit de métabolisme

caractérisé par un rapport m/z inférieur de 14ésnit celui de la codéine).
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Molécule testée Activité caractéristique |sofor[ne Référence
controle
Endogénes
Anandamide Hydroxylation en position 20 2D6 (Sridar, Snider et al. 2011)
Acide arachidonique Hydoxylation enlr;osmon 11,13 et 2C9 (Bylund, Ericsson et al. 1998)
D-erythro-ceramide-C8
D-erythro-Dihydrosphingosine
D-erythro-dihydrosphingosine
1-phosphate
DHA' Hydroxylation en position 16 2C9 (Nakayama, Arai et al. 1967)
DHEA? Sulfate
Dihydroceramide C8
Dopamine
D-Sphingosine
EPA® Formation d’époxydes 2C9 (Fer, Dreano et al. 2008)
Mélatonine Hydroxylation en p.osmon & N- 1A2, 2C9 (Facciola, Hidestrand et al. 2001)
Dealkylation
L-threo-Dihydrosphingosine
Nortriptyline Hydroxylation en position 10 2D6 (Olesen and Linnet 1997)
Sérotonine 3A4, 2D6
Tryptamine Deamination 2D6 (Yu, Granvil et al. 2003)
Vitamine D3 Hydroxylation en position 25 2R1 (Christakos, Ajibade et al. 2010)
Exogénes
Codéine 0O-déméthylation 2D6 (Mortimer, Persson et al. 1990)
Lidocaine Hydroxylation en position 3 2D6 (Nyberg, Mann et al. 1996)
Thébaine 0O-déméthylation 2D6 (Mikus, Somogyi et al. 1991)
4-méthyl coumarine Hydroxylation en position 7 3A4, 2C9 (Lake 1999) @
7-ethoxycoumarine O-deethylation 2B1 (Fang, Kobayashi et al. 1997)
Albendazole Hydroxylation aliphatique 2J2, 3A4 (Lee, Neul et al. 2010)
Amiodarone Hydroxylation aliphatique 2J2,3A4 (Lee, Neul et al. 2010)
Atomoxetine Hydroxylation en position 4 3A4, 2D6 (Ring, Gillespie et al. 2002)
Bosutinib 3A4 (Abbas, Hug et al. 2011)
Butyryl CoEnzymeA
Capsaicine O-demethylation, ... 2E1, 2C9 (Reilly and Yost 2006)
Carnetinib PB
5-methoxyindolethylamine O-déméthylation 3A4, 2D6 (Yu, Idle et al. 2003)
Coumarine Hydroxylation en position 7 2A6 (Pearce, Greenway et al. 1992)
Danazol Hydroxylations 2J2,3A4 (Lee, Neul et al. 2010)
Débrisoquine Hydroxylation en position 4 2D6 (Malcolm and Marten 1976)
Dextromethorphan Hydroxylation en position 3 2D6, 3A4 (Yu and Haining 2001)
Dihydroxycapsaicine O-demethylation, ... 2E1, 2C9 (Reilly and Yost 2006)
Ebastine Hydroxylation aliphatique 2)2/3A4 (Hashizume, Imaoka et al. 2002)
Erlotinib O-demethylation, ... 3A4 (Ling, Johnson et al. 2006)
Ethylterfénadone Hydroxylation aliphatique 2)2 (Lafite, Dijols et al. 2006)
Gefitinib PB
Imatinib PB
Lapatinib PB
3,5-d|methzlrf]?:énantane-1- Hydroxylation en position 4 et 6 2D6 (Lundbeck 2002)

! acide docosahexaénoique
2 dehydroépiandrostérone
% acide éicosapentaénoique
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Nortriptyline Hydroxylation, déméthylation 2D6 (Olesen and Linnet 1997)
Octanoyl CoEnzymeA
Omeprazole Hydroxylation 3A4, 2C19 (Andersson, Miners et al. 1993)
Paracgtamol (4- N-hydroxylation 2E1 (Patten, Ishizaki et al. 1992)
acetaminophenol)
Paranitrophénol
Substrat P450-Glo® 2D6 0O-demethylation 2D6 (Cali, Sobol et al. 2005) (k)
Substrat P450-Glo® 2J2 O-demethylation 212 (Cali, Sobol et al. 2005) ®
Terfénadine Hydroxylation aliphatique 2)2/3A4 (Stresser, Broudy et al. 2004)
Tomoxetine Hydroxylation en position 4 2D6 (Ring, Gillespie et al. 2002)

Tableau IV-1 : Liste des molécules testées comme stras potentiel du CYP2U1. Méthode de détection : toutes les incubations

ont été analysées par chromatographie liquide fparfermance couplée a une détection par spectrienti&t masse sauf (a) : détection
par luminescencéali, Sobol et al. 2005) et (b) : chromatographie liquide haute performance caugléine détection par fluorimétrie.

PB : microsomes de foie de rat traités au phéndaarb

La recherche de substrat au CYP2U1 est cependantisuise a deux limites. la sensibilité de

la détection des produits de métabolisme et leditions d’'incubation.

1. La spectrométrie de masse (utilisée pour la quasiie des analyses d’incubat) offre une
sensibilité de détection assez fine. Ainsi on estigu’il est possible de détecter des
produits de métabolisme a des concentrations d@réale 0.5uM. En deca de ce seuil, les
eventuelles activités ne sont pas détectables.

2. Nous avons choisi une concentration en substrativement élevée (20@M). Avec ce
choix, si I'affinité pour le substrat est tres failfKy, supérieur a 10QiM) il ne sera pas

possible de caractériser ces activités.

Sur les 70 substrats potentiels testies, produits de métabolisation ont été détectémur deux

moléculeda débrisoquineetl'ethylterfénadone.

Dans les deux parties suivantes, nous effectuameastude plus poussée de deax premieres
activités du CYP2U1l sur des composés exogenesec la caractérisation des produits de
métabolisme, de la cinétique, I'étude de la trams&tion d’analogues de ces molécules et des
expériences d’arrimage de ces substrats au seisitduactif du CYP2U1 a l'aide des modeles

précédemment décris.

I\VV.2 Métabolisme de la débrisoquine par le CYP2U1

La débrisoquine (3,4-dihydro-2(1H)-isoquinoline maxamidine) est un dérivé de la guanidine qui
fut utilisé comme antihypertenseur (Abrams, Po&eliet al. 1964; Luria and Freis 1965). Cette
molécule est connue pour étre transformée paiyle2D6 en plusieurs métabolites et c’est 'une des
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premiéres drogues qui a permis la mise au jouradynmrphisme génétique associé aux P450s chez
I’'hnomme (Inaba, Otton et al. 1980). Elle est dailis aujourd’hui encore utilisée pour le phénotgpag
du CYP2D6 (Fuhr, Jetter et al. 2007) . La débrisoguest d'ailleurs préconisée par l'agence
américaine du médicament (FDA) comme outil de phérame.

Le métabolisme de phase | de la débrisoquine argpdement étudié chez ’lhomme et le rat avec
I'identification de ses produits de métabolisme -dbes urines (Vincent-Viry, Deshayes et al. 1988;
Lightfoot, Ellis et al. 2000). La 4(S)-hydroxy dé&wquine est le produit d’oxydation retrouvé
majoritairement dans les urines (Lanz, Theurillatae 1997), accompagnée d’autres produits de
métabolisation excrétés en plus faibles quantités phénols (hydroxylation en position 5, 6, Bkt
Plus récemment, un produit de déshydratation ptebant issus de la 4 hydroxydébrisoquine — la 3,4
dehydrodébrisoquine — a aussi été détecté (ZhanaSkt al. 2006). Des produits d’ouverture issus
des 1- et 3-hydroxydébrisoquines sont aussi exxo&as les urines aussi bien chez ’lhomme que chez
le rat (Eiermann, Edlund et al. 1998). Enfin, uroduit de N-hydroxylation a parfois été isolé
(Clement, Schultze-Mosgau et al. 1993). Toutesvoess de métabolisme sont illustrées par la Figure
IV-1.
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Produits phénoliques 3-OH débrisoquine
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Figure IV-1 : Nomenclature et principales voies denétabolisme de la débrisoquine
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IV.2.1 Régiosélectivité d’oxydation par le CYP2U1

Les analyses des produits issus d’incubations dailsisoquine avec des microsomes de levure
exprimant le CYP2UL1 et en présence de NADPH monhiiapparition de trois pics en CLHP/SM

correspondant a des dérivés hydroxylés de la d&hrise (ions a m/z 192) :

- M1 élue a un temps de rétentionlde2 minet correspond a 11 + 2% du total des produits
d’hydroxylation
- M2 élue a un temps de rétentionk88 minet correspond a 21 + 2% du total des produits
d’hydroxylation
- M3 élue a un temps de rétentionk0 minet correspond a 68 + 2% du total des produits
d’hydroxylation
Des incubations en absence de co-facteur NADPHnhoabsence de CYP2U1 (et en présence de
microsomes de levure transformée par un plasmidde™y ne permettent pas la formation de ces
métabolites. De méme, aucune activité n'est dé@gées I'ajout de 1 mM de benzyl-imidazole ou de
100 uM de clotrimazole, deux inhibiteurs de P450s. Enfilans nos conditions, aucun produit
présentant un rapport m/z de 208, caractéristiggepbduits de suroxydation (diol ou acide

carboxylique) n’a été détecte.
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Figure 1IV-2 : [A] : Chromatogramme CLHP/SM (mode ESI+) obtenu aprés incubation de la débrisoquine avee ICYP2UL1.
Les ions détectés au rapport m/z 192 corresporalenhydroxydébrisoquines, ceux a m/z 176 a la déquine.[B] : Spectres UV-

visible des 3 métabolites de type hydroxydébrisoqué formée par le CYP2U1.

Il nous a alors été nécessaire de caractéerisendegbolites formes par le CYP2UL.

Les produits d’hydroxylation de la débrisoquine ét# identifieés par leur temps de rétention, leurs
spectres de masse et leurs spectres d’absorptionidibfe en comparaison avec les métabolites

authentiques disponibles (4, 5, 6, 7, 8 et N-hygdébrisoquine, urée débrisoquine).
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Temps de
Molécule rétention Amax(nm)
(min)
4-0OH débrisoquine 11.2 260
5-OH débrisoquine 12.6 271
6-OH débrisoquine 13.8 274
7-OH débrisoquine 14.2 270
8-0OH débrisoquine 15.7 271
N-OH débrisoquine 16.6 262
débrisoquine 17.3 261
urée débrisoquine 17.6 258

Tableau V-2 : Temps de rétention et longueur d'onded'absorption maximale de la débrisoquine et de seproduits

d'hydroxylation authentiques.

Il est d'abord possible de différencier les phéniés autres alcools par leurs caractéristiques

spectrales : les spectres d’absorption UV-visildes phénols sont identiques entre eux avec un

maximum d’absorption a 272 = 3 nm alors que lesd@ialiphatiques absorbent avec un maximum a

260 = 3 nm (voir Tableau IV-2). L’étude des produite fragmentations MS? des alcools ne permet

pas, quant a elle, de différencier les produitsydibxylation : tous les alcools génerent les trois

mémes produits de fragmentation (m/z 132, 150 &) bjiii sont répertories en Figure IV-3. Le

fragment présentant un rapport m/z de 174 correspola perte du groupement OH, celui avec un

m/z de 150 est I'ion formé apres la perte de langliae et le dernier fragment est issu de la perte

conjointe de l'alcool et de la guanidine .

Intensité

132

0.1E+06

0.1E+06

8.0E+04

6.0E+04

4.0E+04

2.0E+04

0.0E+00 +

80

101

100

7 132

174

150

S PO

120 140 160 180 200
m/z

Figure 1V-3: Spectre de fragmentation MS2 des hydsxydébrisoquine et assignation structurale des trei principaux

fragments (ici le spectre de fragmentation est ceildle la 4-hydroxydébrisoquine, il est identique erout point a ceux des 4 et 6-

hydroxydébrisoquine).
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Les deux premiers produits d’hydroxylation de ldriEoquine par le CYP2UL éluant aux temps
de rétention 11.2 minM1) et 13.8 min M2) ont été identifies comme étant les 4 et 6-
hydroxydébrisoquine respectivement, par compara@ox spectres de masse et UV-visible des
authentiques (voir Figure IV-2). Le troisieme praidiihydroxylation (M3) n’a pas pu étre identifié
directement : il ne correspond pas a I'un des gtecdwthentiques disponibles. Toutefois, son spectr
de fragmentation MS2 ainsi que son spectre d’alisorfJV-visible sont caractéristiques des produits

d’hydroxylation aliphatique de la débrisoquines’dgit donc de la 1 ou la 3-hydroxydébrisoquine.

L’identification du troisieme produit de métabolisna été rendue possible par I'étude de la
métabolisation de la débrisoquine par les microsodeefoie de rat induit au phénobarbital (PB). En
effet, ceux-ci forment en grandes quantités, le méroduit d’hydroxylation aliphatique que le
CYP2U1 éluant au méme temps de rétention et pig@seles méme spectres UV et de masse. Une
incubation de 10 mg de débrisoquine en présencaict®esomes de foie de rat PB et de NAPDH a
permis d’obtenir une quantité suffisante de ce bwdi® pour une identification par RMN du proton

(apres purification du produit par chromatogra@mi-préparative).

113



| I

50 100 150

I

VERS DE NOUVEAUX SUBSTRATS DU CYP2U1

40

PR |

2T DI NN M) X

Figure

L’attribution des signaux faite grace a une expee TOCSY. Ce spectre fait apparaitre la

62 58

IV-4 : Spectre RMN du produit d’hydroxylatio n de la débrisoquine Seule la région 5.8-7.7ppm est représentés

présence de deux isomeéres en proportions identiques

isom

&re a § 3.04 (m, H4b), 3.12 (' m, H4a), 3.54 (d, H3a + HIB7 (s, H1), 7.34 (d, H5), 7.39

(dd, H7), 7.41 (dd, H6), 7.56 (dd, H8somére b 2.97 (m, H4b’), 3.13 (m, H4a), 3.59 (m, H3b"),

3.80 (dd

De plus, le spectre de ce nouveau métaboliterdifida fois de celui de la 4-hydroxydébrisoquine

, H3a'), 5.94 (s, H1), 7.29-7.32 (m, H56'HH7’), 7.45 (dd, H8").

avec I'absence du signal caractéristiqgue des detrms en position 15(4.15 et 4.92 ppm) mais aussi
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de celui de la 3-hydroxydébrisoquine décrit paHiroi (Hiroi, Chow et al. 2002) et dont les protons
aliphatiques sont caractérisés par des signau, & 3. et 3.1 ppm.

A la fois, les déplacements chimiques, les constarde couplage et de corrélation sont

compatibles avec une fonction alcool en position 1.

Le spectre RMN indique la présence de deux confaséette observation nous a amené a faire
une étude conformationnelle de la 1-hydroxydébrisue qui a révélé la présence de deux isomeéres en
équilibre (pour chaque énantiomére - voir Figureb)V Ces deux conforméres different par la
présence ou I'absence de liaison hydrogene intcutdire entre la fonction alcool et la guanidine.
Cependant, I'écart en énergie mesuré entre ces cmfermeéres est trés faible (1.5 kJ.ijolCeci
peut s’expliquer par le fait que la stabilisatiaredh la formation de la liaison hydrogéne dans tlaa
isomeéres est compensée par une forte tension tie (@yergétiquement défavorable) dans cette méme
molécule. Ce faible écart énergétique est commgatlkc les proportions observées par RMN pour

chaque isomere.

Figure IV-5: Equilibres conformationnels de la 1-lydroxydébrisoquine. Les atomes sont représentés par des sphéres de

couleur, les liaisons par des batons, les liaibgasogenes par une double fleche orange.

Ainsi, le dernier produit formé par le CYP2Ul (M3) a été identifieé comme la 1-
hydroxydébrisoquine.
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Un premier substrat exogene du CYP2Ul a donc étactéasisé. La régioselectivité
d’hydroxylation de la débrisoquine par le CYP2U1 d@ifférente de celle observée avec le CYP2D6 :
le produit d’hydroxylation majoritairement formét és 1-hydroxydébrisoquine. Il est alors nécessaire

d’effectuer une étude approfondie du métabolismiadeébrisoquine par le CYP2UL1.
IV.2.2 Cinétique d’hydroxylation de la débrisoquine par le CYP2U1

La cinétique d’hydroxylation de la débrisoquinersudte été caractérisée. La quantification des
produits d’hydroxylation a été effectuée grace & uetection en spectrométrie de masse. Les
concentrations en alcools formés ont été estimégicega un étalonnage avec la 4-

hydroxydébrisoquine.

L’activité catalytique du CYP2UL1 est constante maridun peu plus de 10 minutes (linéarité de la
courbe en Figure V-6 [A]). Aprés ce laps de tempactivité décroit progressivement. Cette
inactivation progressive de I'enzyme est classicqprnobservée pour les P450s surexprimés en

systeme hétérologue.

D’autre part l'activité observée est bien dépenelate la concentration en CYP2U1l comme le

montre la Figure V-6 [B].
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Figure IV-6 : [A] : influence du temps d'incubation sur la métabolisation de la débrisoquinelncubations effectuées en
présence de 0.2 de CYP2U1, de 1QiM de substrat et de 1 mM de NADPH a une températer28°C. La faible concentration en
6-hydoxydébrisoquine n'a pas pu étre quantifigle influence de la quantité d’enzyme sur la métbolisation. Incubations

effectuées en présence de [180de substrat, NADPH 1mM, a 28°C

L’effet de la concentration en débrisoquine suactivité du CYP2U1 a aussi été étudié (exemple

donné pour lactivité 1-débrisoquine hydroxylasesiré en Figure 1V-7). Ce travail a permis de
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caractériser I'affinité de la débrisoquine ave€M¥P2U1 avec la mesure de la constante de Mickaelis

(Kwm) pour les trois activités hydroxylases (donnéessda Tableau I1V-3).

Les valeurs de constante associée au CYP2U1 @bdret 48QuM) sont relativement élevées au
regard des constantes mesurée pour le CYP2D6 dddrd’ de la dizaine dgM). La débrisoquine

posséde donc une affinité plus faible pour le CYP2ue pour le CYP2D6.

Effet de la concentration en substrat sur I'activité 1-hydroxylase
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Figure IV-7 : Calcul de Ky, de la débrisoquine pour I'activité de 1-hydroxylaion. Incubations dans un volume de 300en

présence de 25 pmol d’enzyme sur une durée derl.5 mi

isoforme  position d'hydroxylation Km (M) Vu (min™)
1 480 £ 20 0.5+0.05
CYP2U1 4 360+ 20 0.3+0.05
6 470+ 20 0.2+£0.05
4 12°-50° 1.5¢
CYP2D6 ;
6 12.2¢ 0.8

Tableau V-3 : Comparaison des Km d'hydroxylation dela débrisoquine.a: (Granvil, Krausz et al. 2002) , b: (Krynetski,
Drutsa et al. 1995), c : (Lightfoot, Ellis et 2000) ,d : (Ellis, Hayhurst et al. 2000)

L’activité hydroxylase observée est spécifique adébrisoquine : une série de six molécules
chimiquement proches de la débrisoquine ont étédsssans succes (structures présentés en Figure
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IV-8). Outre la présence d’'une fonction guanidiabsgnte sur les molécules 1 a 3) et d’'un domaine
hydrophobe, la présence du deuxiéme cycle aliplatfgbsent sur les analogues 5 et 6) semble donc
nécessaire a l'activité. De plus, I'augmentationwilume du substrat par I'ajout de groupements

meéthoxy (molécule 4) entraine la perte de I'acfiatalytique.

(1) (2) NOH (3) 0
99 CQL CQL
NH
(4) NH (6) NH,
/ODQ* ot
~o ©)

Figure IV-8: Analogues de débrisoquine. X): 1,2,3,4-tétrahydroisoquinoline, (2): N-hydydgbrisoquine, (3): urée
débrisoquine, (4) : 6,7-diméthoxydébrisoquine,: ®nzyl guanidine, (6) : phénéthyl guanidine

1V.2.3 Activités comparées de divers P450 humains

Le fait que la 1-hydroxydébrisoquine soit le pradoiincipal formé par le CYP2U1 a de quoi
surprendre. En effet, ce produit n'a jamais étéritjéa notre existence, comme meétabolite de la
débrisoquine. Son existence a été postulée, ainsi aglle de la 3-hydroxydébrisoquine, apres
caractérisation dans les urines, des acides réasiltee la suroxydation des alcools intermédiaires.
Nous avons donc voulu répondre a une questiorte oégioselectivité d’oxydation est-elle alors une
spécificité du CYP2U1 ou alors est-ce que d’autsesormes sont capables de générer de la 1-

hydroxydébrisoquine ?

Pour ce faire l'activité débrisoquine hydroxylasesaque la régioselectivité d’hydroxylation ont
été déterminées pour divers P450s humains. Le#fatsssont présentés au Tableau V-4 pour lequel
les activités 1 et 3 hydroxylases sont regroupéesire unigue colonne (de méme que pour la

TS

formation des phénols) du fait de la difficultééparer ces produits formés.

L’activité mesurée dépend amplement de I'isoformesadéré : le CYP2D6 et 1Al présentent les

taux de conversion de la débrisoquine (rapporteetdr concentration en métabolites formés et
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concentration initiale en substrat) les plus im@ots, les isoformes de la famille 3A eux aussi
transforment la débrisoquine mais a un taux deisxrfmindre que le CYP2D6. Les CYP2B6 et 2E1
présentent quant a eux, une activité moindre ajoes les CYP2J2, 2C8 et 2C9 sont inactifs. Le
CYP2D6 n’est donc pas le seul isoforme a pouvaangformer la débrisoquine en produits
d’hydroxylation.

La régioselectivité d’hydroxylation observée estssusurprenante. Premiérement, la 4-
hydroxydébrisoquine est bien le produit majoritassu de I'incubation en présence de CYP2D6
mais, plus surprenant, les autres positions aliges sont elles aussi réactives vis—vis du CYP2D6
et les produits formés (1 et 3-hydroxydébrisoquimeprésentent 10% du totale des produits
d’oxydations alors que ces produits n’avaient jaree détectés dans de telles proportions jusqu’a
lors. Pour les autres isoformes, la régioseleétiggt similaire a celle observée pour le CYP2UZX ave

les 1- et 3-hydroxydébrisoquines majoritaires (4663, devant la 4-hydroxydébriquine (16-29%) et

les phénols.
% % %
% Total
CYP450 * metabolites 1 et 3-OH- 4-OH- 5-, 6-, 7-, 8-OH-
débrisoquine?  débrisoquine? débrisoquine?
Foie Humain 1.3 214 42.2 36.4
1A1 2.8 59 29 11
2B6 0.13 65 0 34
2C8 <0.05 n.d. n.d. n.d.
2C9 < 0.05 n.d. n.d. n.d.
2D6 28+05 10+4 40+2 50 +5
2E1 0.14 64 0 36
2J2 < 0.05 n.d. n.d. n.d.
2U1 1.0 68+ 2 21+ 2 11+ 2
3A4 0.9 84 16 0
3A5 15 46 22 32

Tableau V-4 : Activité et régioselectivité d’hydroxylation de la débrisoquine catalysée par différentsP450 humains
recombinants et par des microsomes de foie humain@rigine des P450s détaillée en partie Protocolgséfixentaux p. 167
Conditions: 5 mM débrisoquine, 30 min a 37°C, adiwimesurées par CLHP et détection fluorimétrique%d total en produits

d’hydroxylation déterminé en fluorimétrie par rapipé la débrisoquine. n.d. : non déterminé 2 : ®mleduits d’hydroxylation

119



VERS DE NOUVEAUX SUBSTRATS DU CYP2U1

Au vue de la régioselectivité d’oxydation de la idgtquine par différents isoformes de P450s
humains et surtout par des microsomes de foie hyntiaiydroxylation de la position 1 et 3 de la
débrisoquine est certes secondaire (par rappdnydrbxylation en position 4 majoritaire) mais non
négligeable. Elle correspond a 21% des produityditthxylation lors d’'incubations en présence de
microsomes de foie humains. Ces 21 % correspomdraien aux mélanges d’acides observés dans les

urines et issus des 1 et 3-hydroxydébrisoquinesriiginn, Edlund et al. 1998).

1-hydroxydébrisoquine

_>
e——
N NHy HN NH, m NH;
T | \”/ COH T
OH NH o) NH Alcool ou NH

aldéhyde
déhydrogénase ?

OH O CO,H
_ H N NH
NTNHz NTNHZ T 2
NH

NH
NH

3-hydroxydébrisoquine

Figure IV-9 : Voie possible de suroxydation des 1t 8-hydroxydébrisoquines. Les 1 et 3-hydroxydébrisoquine correspondent a
des structures fermées de semi-aminal pouvanteatequilibre avec une forme amino aldéhyde ouvértddéhyde pouvant ensuite

étre oxydé en acide carboxylique.

En conséquence, il est fort possible que ces piodioxydation (1 et 3-hydroxydébrisoquine) ne
soient pas stables vivo et ils doivent donc étre pris en charge par ureajsteme enzymatique (non
P450) pour former un métabolite secondaire (pamgke des acides carboxyliques — produits

d’ouverture — voir Figure 1V-9).

La régioselectivité d’oxydation de la débrisoqupae le CYP2U1 est donc partagée par d’autres
isoformes humaines (CYP1A1l, 3A4,...). En effet, tsutes isoformes conduisent a la formation
majoritaire de 1- et 3-hydroxydébrisoquine ce aqurespond par ailleurs a I'oxydation de la positio

la plus réactive du point de vue chimique de laidéljuine (Lightfoot, Ellis et al. 2000).
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IV.2.4 Arrimage de la débrisoquine dans le site actif du CYP2U1

1V.2.4.1 Contexte scientifique, arrimage de la débrisoquine au CYP2D6

La débrisoquine étant un des substrats historiqueSYP2D6, son positionnement au sein du site
actif du P450 a fait I'objet de nombreuses étud2ss 1996, la construction d’'un modele par
homologie du CYP2D6 et des études d’arrimage mtd@&euont permis de caractériser une interaction
fondamentale pour le positionnement de la débrisegau site actif (de Groot, Vermeulen et al.
1996) : la débrisoquine se lie au site actif par limison hydrogéne entre sa guanidine (groupe—NH
donneur de liaison hydrogene) et un acide aspartigu’hélice | (ASP301, le CO de la fonction acide

est accepteur de la liaison hydrogene, voir Figur#0).

Figure IV-10 : interaction entre la débrisoquine et’ASP301 au sein du site actif du CYP2D6 (de Grop¥ermeulen et al.
1996)

Avec l'arrivée des premieres structures cristabipiiques du CYP2D6 (identifiant PDB 2F9Q),
un nouvel acide aminé clef pour la liaison au aitgf a été identifié par des expériences d'arrienag
moléculaire dans les structures cristallisées(Rdihel_aughlin et al. 2003) : le glutamate 216 de
'hélice F serait lui aussi impligué dans le pasitiement de la débrisoquine (via une liaison
hydrogéne). De plus, des résidus hydrophobes telslgs phénylalanines permettraient de stabikser |
domaine aromatique de la débrisoquine (voir Figuré1). Enfin, la stéréosélectivité de I'oxydation
de la débrisoquine (formation majoritaire de 44($3roxydébrisoquine par le CYP2D6) peut étre

expliquée par cette pose d’arrimage dans laqueeliebrisoquine est positionnée parallelement au pla
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de I'heme, I'hydroxylation en position 4 se faisdohc majoritairement sur la face de la débrisaguin

la plus proche de I'héme.

Figure IV-11 : interaction entre la débrisoquine etle site actif du CYP2D6. D’aprés P. Rowland et a[Rowland, Blaney et

al. 2006). Les atomes de I'héme, de la débrisoquiaedes résidus clefs sont représentés en CPK

1V.2.4.2 Des résidus clef conservés ?

Au vu des interactions observées pour l'arrimageladeébrisoquine au sein du site actif du
CYP2D6, il est nécessaire de comparer les deworisas (2D6 & 2U1l) pour examiner la

conservation des résidus clefs.

L’alignement des séquences des hélices F et C&R2U1 et 2D6 sur lesquelles se trouvent ces
résidus est présenté en Figure IV-12. Sur I'hék¢de glutamate 216 n’est pas conservé dans le
CYP2UL. Il existe toutefois uglutamate (en position 260sur I'hélice F du CYP2U1 mais il n'est
pas en interaction avec le site actifSur I'hélice 1, 'acide aspartique 301 est quahti conserve, son
équivalent chez le CYP2U1 est I'acide aspartiqu®. B¢btons qu'il existe pour le CYP2UL un autre
acide aspartique sur I'hélice | (en position 336i),aussi orienté du coté du site actif. Ce res386
n'a pas d’homologue (ASP ou GLU) chez le CYP2D6.
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Hélice F

Y

CYP2D6 26 DLAQEGLKEESGFLREVL 224
CYP2u1 253 GFEMSRGLE ICLNSQVLLV 27

Hélice |

.NLRIVVA LFSAGMV.TILAWGLLLM 321
YLFNYI IGDLFE IAGTD NSLLWCLLYM 368

348 355

N

CYP2D6 29
CYP2U1 33

(o]

Figure 1V-12 : alignement des séquences protéiquees CYP2D6 et 2U1 au niveau des hélices F eLés résidus clef pour
I'arrimage dans le site actif du CYP2D6 (ASP301 &\216) sont repérés grace une fleche rouge, I'asgastipplémentaire du
CYP2UL1 en position 355 est repéré par une fleche ver

Ainsi, un seul des deux résidus clef qui guideatrimage de la débrisoquine au sein du site actif
de CYP2D6 est conserve dans le CYP2UL. On peut espérer observer des poses d’arrimage pour

lesquelles la débrisoquine forme une liaison hyéinegavec I'acide aspartique 348 du CYP2UL1.

1V.2.4.3 Méthode d’arrimage par AUTODOCK

Nous avons réalisé nos expériences d’arrimage déldasoquine dans le site actif du CYP2U1 a
l'aide d’AUTODOCK (voir partie VI.1.8) dans le modsemi-flexible : les deux partenaires
d’interaction sont partiellement déformables, lgahid est flexible et la protéine est partiellement
déformable via des rotations libres de chainesdiEt® dans des résidus choisis du site actif. Avec
I'amélioration des puissances de calcul, cette authd’investigation semi flexible s’est aujourd’hui
largement imposée face aux protocoles rigides oédepteur est figé, ce qui permet certes deslsalcu

plus rapides mais moins précis. Le protocole cotdarimage est donné en partie VI.1.8 p.158.

Toutefois, la célérité du calcul d’arrimage esediement liée au nombre de degrés de liberté de
'ensemble (récepteur + ligand). Les calculs draage sous AUTODOCK sont en réalité limités a un
maximum de 35 degrés de liberté, il est donc intgeta ne déclarer comme flexibles que les résidus
en interaction potentielle avec le ligand. Les esidminés déclarés flexibles sont donc prioritagmem

ceux tapissant la cavité du CYP2U1, identifiés loe I'analyse du site actif (voir Partie 1.4 p.&t
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répertoriés dans le Tableau IV-5. Notons que paenirésidus se trouve l'acide aspartique 348 dont
I'équivalent chez le CYP2D6 (ASP 301) est un résilédfi pour I'arrimage.

Résidus Domaine structural
PRO103 hélice A
VAL166
PHE167
LEU259
LEU263 hélice F
VAL267
ASP348
ALA352
ASP355
THR356
VAL417
PRO418
LEU419
ILE421
PHE528
LEU530 feuillet B4
THR531

boucle BC

hélice |

boucle KB1

Tableau I1V-5 : Résidus du CYP2UL1 déclarés flexiblgsour I'arrimage sous AUTODOCK.

La méthode d’'arrimage a été au préalable validée 8&tude de I'interaction de la débrisoquine
avec le CYP2D6 (structure cristallographique d’tiffeant PDB 2F9Q). Les résidus déclarés flexibles
sont les résidus clef définis précédemment (leaghatte 216, 'aspartate 301 ainsi les résidus tapiss
le site actif). Nos expériences d’arrimage de laridéquine sur le CYP2D6 cristallisé (code PDB
2F9Q) conduisent a une pose majoritaire trés simika celle publiée par Rowland et al. (Rowland,
Blaney et al. 2006). Les résidus en interactiont saurssi les mémes que ceux identifiés dans la
littérature avec le glumate 216 formant une liaisi électrostatique avec la guanidine de la
débrisoquine et sa partie apolaire stabilisée pes uhteractions de typerstacking avec les
phénylalanines du site actif. Les poses d’arrimaget donc compatibles avec la régioselectivité
d’hydroxylation observée. Nous considérons querotopole d’arrimage est ainsi fiable.

1V.2.4.4 Analyse des résultats

Les 1000 poses obtenues sont regroupéetustersrassemblant tous les arrimages voisins. Deux
poses sont considérées comme proches lorsque |ORMIBulé entre tous les atomes de deux poses
du ligand est inférieur & un seuil donné, iciAl.Bs sont ensuite classés énergétiquement comme su
I’histogramme montré en Figure IV-13.
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Dans tous les clusters, la débrisoquine est bigauece dans la cavité du site actif de I'enzyme,
en interaction avec divers résidus de celui-atohvient donc d’étudier les clusters les plus fepés

énergeéetiquement (i.e. ceux d’énergie de liaisormples faibles).

40

35

30,

25

20

wZo T AP ®POTMZOoN =

9 3 I =30

Energie de liaison (kJ.mol?)

Figure IV-13 : Histogramme des poses de docking da débrisoquine au sein du site actif du CYP2UL'énergie de liaison
correspond a un score d’affinité calculé par AUTQAIXO Les clusters 1, 2 et 3 sont indiqués par debds.

Les deux premierglusters (ceux d’énergie de liaison les plus faibles) soomposés d’'une
vingtaine de poses chacun et correspondent a utiopnement similaire, au sein du site actif, de la
débrisoquine, compatible avec une hydroxylationlesrcarbones aromatiques. Ceux-ci ne different

gue par une légére translation de la débrisoquirsem du site actif.
. Une pose-type issue d’'un de ces deux clusterggsisentée en Figure IV-14.

Dans cette pose, la débrisoquine est positionngiessus du plan de I'héme, parallele a celui-ci.
Elle est stabilisée par deux interactions faibleéune part des interactions hydrophobes entre le
groupement phényle de la débrisoquine et les régigdrophobes (leucines, valines, phénylalanines)

qui I'environnent, majoritaires dans cette portohnsite actif. D’autre part, la guanidine interagd
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une liaison hydrogene avec un groupe carbonylegdelstte peptidique dans la boucl@IK(liaison

avec le carbonyle de la leucine 419).

Dans les clusters 1 et 2, la position de la déqus® la plus proche du fer de I'héme,
correspondant au métabolisme le plus probabldagsbsition 6 avec une distance mesurée entre le

carbone de la débrisoquine et 'atome de fer danfia de 3.A.

Hélice |

L419
Boucle K1

(

Boucle BC

Figure 1V-14 : Positionnement majoritaire de la débisoquine au sein du site actif du CYP2U1 (clusted) propice a la
formation de la 6-hydroxydébrisoquine.L’apoprotéine est en vert, 'héme en bleu et lardélguine en violet.

L’étude du troisieme cluster de poses permet digupl I'oxydation des positions aliphatiques

La débrisoquine est, dans c&%cluster, toujours paralléle au plan de 'hémer(¥gure [V-15).
La fonction guanidine de la débrisoquine établilxdBaisons hydrogéne avec des résidus de I'hélice
| : d'une part l'isoleucine 351, via le carbonyle suelette peptidique, d’autre part, I'acide atsgpae
355 via le groupe carboxylate de sa chaine latébaelus, le cycle aromatique de la débrisoquste e
stabilisé par des interactions de type hydrophales les nombreux résidus hydrophobes du site actif

(notamment la phénylalanine 167).
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Position d'hydroxylation

o . Distance Fer-Carbone (A)
sur la débrisoquine

Clusters 1 & 2 Clusters 3

Position 1 >6 4.2
Position 3 >6 5.8
Position 4 >6 5.1
Position 5 4.1 >6
Position 6 3.9 >6
Position 7 4.7 >6
Position 8 5.6 >6

Tableau IV-6 : Distance entre le fer et les atomesedcarbones des positions oxydables de la débrisoqeipour les trois

clusters.

Pour ce ™ cluster de poses, la position la plus proche dweBtla position 1 de la débrisoquine
avec une distance entre les atomes de fer et Hereade 4.2A (voir Tableau ci-dessus). La posiion
est elle-aussi en mesure d’étre oxydée avec urnandes de 5.1A alors que la position 3 est plus

éloignée du site réactionnel (avec une distanderguroche de @).
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\ __d

Hélice |

A
Boucle Kf1

Boucle BC

Figure 1V-15 Positionnement de la débrisoquine auesn du site actif du CYP2U1 (cluster 3) propice aa formation de la

1-hydroxydébrisoquine.L’apoprotéine est en vert, I'héme en bleu et laridéljuine en violet.

L'étude de ces trois clusters de poses les plusgétiguement favorables a donc permis
d’expliguer la régioselectivité d’hydroxylation teedébrisoquine par le CYP2UL.

Les deux premiers clusters de poses sont compatévec une hydroxylation aromatique et la
position 6 est la plus favorisée. Expérimentalemeeite méme position, bien que peu réactive d’'un

point de vue chimique, est effectivement oxydéelgp&@YP2U1.

D’autre part le troisieme cluster de poses expliquant a lui la régioselectivité observée sur les

positions benzyliques (plus réactives que les postaromatiques).

Dans ce cluster, la position 1 est la plus faverisge qui correspond bien au métabolisme
majoritaire du CYP2U1. La position 4 est elle ausstessible a I'hydroxylation mais dans une
moindre mesure, en bon accord avec ce qui est\@sapéerimentalement. Enfin, la position 3 est

trop éloignée du fer et ne serait pas hydroxylée.

Enfin, au vue des poses d’arrimage observéesraitantéressant de confirmer les poses par une
analyse de I'éventuelle stéréosélectivité des hgdations de la débrisoquine par le CYP2UL. En

effet, I'nydroxylation par le CYP2D6 en position dst stéréosélective avec la formation de
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I'énantiomere S de la 4-hydroxydébrisoquine. Ceflectivité a d’ailleurs été reliée a I'orientatide

la molécule au sein du site actif du CYP2D6. PeuCYP2UL1, I'orientation de la débrisoquine au sein
du site actif semble privilégier la formation dellgS)-hydroxydébrisoquine car le positionnement de
coplanaire de la débrisoquine par rapport a I'hdawdrise l'attaque d’'un seul des deux protons
prochiraux en position 1. Cette analyse des émagties de métabolites produits validerait le modele

moléculaire du CYP2UA et I'’hypothése du positioneaetdéduit de la méthode d’arrimage.

IVV.3 Métabolisme des dérivés de la terfénadone par le ®P2UL1.

Une seconde activité d’hydroxylation a été détestédes dérivés de la terfénadone.

A I'image de I'étude faite sur l'activité d’hydrolation de la débrisoquine, des incubations de
contréle (en présence dinhibiteurs de P450 ou eésgmce de levure transformée par un

vecteur vide) ont permis de confirmer la nature@Pdé&pendante de ces réactions.

IV.3.1 Présentation de la famille de substrats

La terfénadine est un antihistaminique H1 non s$g&daujourd’hui retiré du marché du

meédicament (Kinsolving and Munro 1975).

La terfénadone est I'analogue cétonique de lanedie (aprés oxydation de la fonction alcool
secondaire de la terfénadine). Les dérivés derfanedone que nous avons testés proviennent de
substitutions de la fonction tertiobutyle termingler diverses chaines aliphatiques. Les structiees

cette famille de substrats et d’'une molécule anapfébastine, sont représentées en Figure IV-16.

Aussi bien la terfénadine, la terfénadone qu’urende partie des dérivés de terfénadone sont
substrats du CYP2J2, un des isoforme les plus peodh CYP2UL chez 'homme (Lafite, Dijols et al.
2006). Les produits du métabolisme de cette sériendlécules par le CYP2J2 sont des produits
d’hydroxylation sur la chaine aliphatique termingliéeches bleues sur la Figure 1V-16). Ces
substances sont aussi métabolisées par un autfehiediain, le CYP3A4, qui forme majoritairement
des produits de N-déalkylation mais aussi dansroomdre mesure, des produits d’hydroxylation
similaires a ceux formés par le CYP2J2 (Yun, Okknhet al. 1993).
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Terfénadine Dérivés de terfénadone
2J2

.1 Q ¢
i HO l O,
G

Terfénadone Ebastine \1,
l l ll O
o O
OH N

Figure 1V-16 : Structure de la terfénadine, de I'élastine, de la terfénadone et de ses analogues. Lessipons

OH

d’hydroxylation pour le CYP2J2 sont marquées par ue fleche bleue, le site préférentiel d’attaque du XP3A4 par une fleche

rouge.

IV.3.2 Régioselectivité d’hydroxylation des analogues de terfénadone par le CYP2U1

La régioselectivité d’hydroxylation des analogues |p CYP2UL1 a été étudiée et comparée a celle
observée pour le CYP2J2. L’indentification des jpiitslde métabolisme est faite par analyse par
chromatographie liquide haute performance coupléaeadétection par spectrométrie de masse. Les
produits sont ainsi caractérisés par leurs temp®iation et par leurs fragments caractéristiggres
MS2. L'attribution est confirmée par comparaisore@Ves produits d’hydroxylation des CYP2J2 et

3A4 dont on connait la régioselectivité d’hydroxida.
+ Identification des produits de métabolisme : exend I'ethylterfénadone

Deux pics correspondant a des produits d’hydrokoftat (m/z 458), notéM’'l et M2 ont été
détectés a des temps de rétention de 12.2 et 1B.QFigure 1V-17). Les fragments issus de la
fragmentation SM2 ont été attribués, ce qui a perfidentification de ces produits. L'alcodli’2
présente un fragment spécifique a un rapport m/iA#te Ce fragment correspond a la cassure au
niveau du cycle azoté d’'une part et de la perta diéthyle d’autre part (les spectres et les atiobg
sont détaillés en Figure IV-18). Un fragment méthgl peut exister qu’avec l'alcool benzylique
métabolite M'2 est donc l'alcool benzylique Le spectre de fragmentation de M’'1 ne présergdea
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fragment caractéristique a un rapport m/z de Légnétabolite M’1 porte donc l'alcool en position

terminale.

5.0E+07
4.5E+07
4.0E+07
3.5E+07
3.0E+07
2.5e+07

e M [7 442
2.0E+07

Intensité relative

—m/z 458
1.5E+07

M1
1.0E+07

5.0E+06 /\ J J
12

0.0E+00
10 11 13 14 15 16

t(min)

Figure IV-17 : Chromatogramme CLHP/SM obtenu aprésincubation d’ethylterfénadone avec le CYP2U1Les ions détectés

au rapport m/z 442 correspondent a I'ethylterfémagdceeux a m/z 458 aux produits d’hydroxylation.

Le métabolite majoritairement formé par le CYP2Ulpaxtir de l'ethylterfénadone est donc
I'alcool benzylique (owx). Cette régioselectivité correspond a I'attaquel@ZYP2U1 de la position
la plus favorisée du point de vue chimique (la pasibenzylique est plus électrophile qu’une positi
aliphatique). Une quantification précise de cesxdproduits d’hydroxylation a été effectuée par
analyse de ces mémes produits d’hydroxylation pasystéeme de chromatographie liquide couplé a
un détecteur UV-visible (détection a 254 nm) : dagortion en produit d’oxydation benzylique est de

72 £5 % pour 28 +5 % de produit d’hydroxylationmsition terminale.
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Figure IV-18 : Spectres de fragmentation SM2 et aggnation structurale des fragments pour les deux mébolites formés
aprés oxydation de I'éthylterfénadone par le CYP2UJL lonisation ESI+. Les fragments indiqués en noiréspntent les fragments
dont la masse ne change pas aprés oxydation, cenpuges, les fragments qui voient leur masse antfieale 16 apreés oxydation. Le

fragment caractéristique de I'alcool benzyliqueiegiqué en vert.
+ Bilan de la régiosélectivité d’hydroxylation
L’identification et la quantification des produitshydroxylation des autres substrats de cette
famille ont été effectuées selon la méme méthode mpur I'éthylterfénadone (identification des

produits grace aux produits de fragmentation en 8Mfuantification par détection UV-visible). Les

régioselectivités d’oxydation de cette série dednales sont proposées dans le Tableau IV-7.
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O ) Chaine terminale Position d'hydroxylation (%)

a B Y 3
OH Methyle 100
Ethyle 72 5 28 5

O Propyle 68 5 2245 10+2
Butyle 66 %5 27 45 7 2 n.d.

Tableau V-7 : Régioselectivité d’hydroxylation desérivés de terfénadone par le CYP2UL1.

Quel que soit le substrat choisi, la position béigmg est celle qui est majoritairement oxydée (le
produit ainsi formé correspond a plus de 65% dal ttes produits d’oxydation). Les autres positions
sont beaucoup moins affectées par I'oxydation e$ pin s’éloigne du groupement phényle, plus la
proportion d’alcool formé est faible (7 a 10% d@dt formé eny, le produit d’hydroxylation e

n’étant quant a lui pas détecte).

Cette régioselectivité est en tout point simil&ra réactivité inhérente a chaque position. Eeteff
le carbone en position benzylique est plus facil@nogydable que ceux des positions aliphatiques, ce
qui est observé expérimentalement. La régioseigetivhydroxylation semble donc étre en partie liée
a réactivité inhérente de chaque position. Cepdandan parametre ne permet pas dexpliquer
totalement la régioselectivité observée et notantrpearquoi il existe de telles différences de mtio
d’hydroxylations en position aliphatique (ces pndjpms allant de 0% pour I'hydroxylation éde la
butylterfénadone a 28% pour I'hydroxylation [@dle I'ethylterfénadone.

Nous chercherons donc a expliquer ces résultatargameéthode de bio-informatique : I'étude des

positions d’arrimage de ces molécules au seintéwastif du CYP2UL1.

IV.3.3 Cinétique d’hydroxylation des analogues de terfénadone par le CYP2U1

Sur la série de dérivés de terfénadone dispongtidsstes, alors que tous sont substrats et/ou
inhibiteurs des CYP2J2 et 3A4, le CYP2UL1 catalymeybation de seulement quelques molécules. En
effet, un groupement terminal volumineux (tel qutertiobutyle) semble étre incompatible avec une
activité CYP2UL1 hydroxylase. De méme la présenca diroupement alcool ou acétate en bout de

chaine rend la molécule inactive vis-a-vis du CYRZUbir Tableau 1V-8).

Pour chaque substrat, une recherche des consteaimé&tiques a été effectuée. Dans le cas
d’activités d’hydroxylation multiples (plusieurs gitons d’hydroxylations observées) seule la
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formation du produit de métabolisme principal acgténtifiée (les constantes de Mickaelis-Menten et
les vitesses maximales sont alors reportées dahableau IV-8). Quel que soit le substrat, I'aft@ni
avec le CYP2U1 reste modeste, de l'ordre de 1 mburpappel, I'affinité observée pour la
débrisoquine est deux fois plus forte, de I'ordee4@0-50QuM).

A titre de comparaison, l'affinité de ces mémes poseés pour le CYP2J2 est de I'ordre de Vb
(pour des Vm de I'ordre de 30 riin

O O
- NWR

Composé Activité hydroxylase Ku(mM)  Vm(min™)

Terfénadone - - -
Ebastine - - -

-CH, - 1.6 0.9

-CH,-CH, * 1.2 0.4

- -(CH,),-CH, + 0.8 0.6

-(CH,),-CH, - 11 0.4
-(CH,),-OH - - -
-(CH,),-OAc - - -

Tableau 1V-8 : Hydroxylation des analogues de terfémdone par le CYP2UL1 et activités enzymatiques assées.Des

incubations de 15 min ont été effectuées dans wmetotal de 20QiL, en présence de 25 pmol d’enzyme a une tempéredei28°C
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IV.3.4 Arrimage de I'ethylterfénadone dans le site actif de '’enzyme

1V.3.4.1 Rappels : arrimage de l'ethylterfénadone au site actif du CYP2]2

L'arrimage de dérivés de terfénadone au site datifYP2J2 a déja été étudié, d’'une part avec une
méthode de dynamique sous contraintes (Lafite, &radral. 2007), d’autre part via une méthode
classique d’'arrimage semi-flexible (Li, Tang et2008). Quel que soit la méthode d’arrimage utlisé
et quel que soit le dérivé de terfénadone, lespdsarimages prédites sont toutes similaires d&ec
substrat inséré dans I'un des canaux d’acces eaadiif (le canal 2b). De plus, un résidu de ladu
BC, l'arginine 117, joue un rdle prépondérant daette association. Il crée en effet une liaison
hydrogéne avec le groupement carbonyle et/ou kazst la terfénadone (ou de ses dérivés —voir
Figure IV-19). Les autres interactions relevéeasdaes complexes enzymes-substrat sont pour
'essentiel des interactions hydrophobes ; on peanmoins remarquer le role spécifique de la
phénylalanine 310 qui interagit emrstacking avec le groupement phényle terminal de

I'ethylterfénadone.

Boucle BC

Hélice |

Figure 1V-19 : Positionnement de I'éthylterfénadoneau sein du site actif du CYP2J2L’apoprotéine est en vert, 'héme en bleu
et I'éthylterfénadone en violet.

135



VERS DE NOUVEAUX SUBSTRATS DU CYP2U1

IV.3.4.2 Conservation des résidus clef

Pour le CYP2U1, il n’existe pas d’équivalent padaite I'arginine 117 du CYP2J2. En effet, dans
I'alignement des séquences de ces deux isoformgsré-1V-20), I'arginine 117 du CYP2J2 a pour
equivalent un résidu apolaire, I'isoleucine 156.n®aes conditions, on peut prédire que le mode
d’association des dérivés de terfénadone diffeteedas CYP2J2 et 2U1 et donc que les substrats ne
s’arriment pas dans le canal 2b du site actif dP2WY1, faute d’'un résidu polaire et/ou protique
capable d’arrimer le substrat dans cette régioia geotéine.

Boucle BC

CYP2U1l 150 PRVPL | SIVTREKGVVFAHY 170
cYP2)2 111 PVTPMREIF KNGL IMS-s 132

?

Figure IV-20 : Alignement des séquences protéiquet la boucle BC des CYP2UL1 et 2J2
1V.3.4.3 Processus d’arrimage AUTODOCK

Nous avons appligué la méme méthode d’arrimagecglle utilisée pour la débrisoquine (voir
partie 1V.2.4.3). Les résidus déclarés flexiblestsceux qui forment les canaux d’accés majeurs
identifiés par I'analyse présentée en partie 115t ceux qui tapissent le site actif. Nous awdrssi
de détailler plus particulierement I'arrimage d’substrat pour lequel la régioselectivité pouvaie ét
discutée, a savoir I'ethylterfénadone. L'arrimagss cdutres analogues de cette famille présente des
clusters de poses similaires avec des interactioplgquant les mémes résidus de la protéine

1V.3.4.4 Résultats d’arrimage

Les clusters d’arrimage de I'ethylterfénadone an s site actif du CYP2U1 sont représentés
sous forme d’histogrammes en Figure IV-21. Le regemnent en cluster de poses est obtenu pour un
seuil de similarité deBentre deux poses (le seuil est plus élevé qu'sve@brisoquine du fait du
grand nombre de degrés de liberté des dérivegi@maelone). Deux clusters de faible énergie (-3 et
2.5 kcal.mof") et comprenant un grand nombre de poses (plusOfle Bont compatibles avec les
activités observées. lls sont marqués d'une fleshe la Figure IV-21. Les autres clusters
correspondent a des arrimages pour lesquels I¢ratibst éloigné du site actif.
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L’existence de ces poses non productives n'esspgsenant, car la d’arrimage dans laquelle se
fait la recherche de pose est trés élargie de faganorporer les canaux d'acces. Ces poses desbonn
affinité mais hors du site actif correspondent & plesitionnements intermédiaires du substrat atscou

de son cheminement.

2ac
200

180} 2f

160

140t

120t

100

80

60t

WZO~——HA>»ZTIOTNMZO0N#*

40}

20

Energie d’interaction (kcal.mol)

Figure IV-21 : Histogramme des clusters de posesatrimage de I'ethylterfénadone en fonction de I'énegie d'interaction.

++ De nouvelles voies d’acces au site actif par rappgoau CYP2J2

Le positionnement de I'ethylterfénadone au seinside actif du CYP2U1, donné par les deux
clusters majeurs de la Figure 1V-21, differe dequea été observé avec le CYP2J2, en particulier pa
les canaux d'acces empruntés par le substrat. féf) afors que I'ethylterfénadone entre au sitéf act
du CYP2J2 via le canal 2b, l'arrimage au CYP2UJilggie deux autres canaux, les canaux 2f et 2ac,
correspondant aux deux clusters de poses mentioroMeessus. Le positionnement de
I'ethylterfénadone dans ces deux canaux d’accésl@sbé en Figure IV-22. Il semble donc que

I'absence de résidu capable de créer une liaisdroggne avec le groupement cétone du substrat dans
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le canal 2b du CYP2UL1 (équivalent a I'arginine HL7CYP2J2) oriente le substrat vers d’autres voies

d’entrée.

Les canaux d'acces 2ac et 2f dans lesquels egéms$éthylterfénadone dans le CYP2U1 ont
cependant la particularité d’étre trés prochescairellement. Ainsi, la partie la plus profonde as
deux canaux (au plus pres du site actif) est conenetirt’est seulement vers I'extérieur de la stmactu

gue les canaux divergent : ils débouchent de pafaatre de I'hélice F.

Au voisinage du site actif du CYP2UL, et ce pouwr deux clusters de poses, I'ethylterfénadone
interagit donc avec les mémes résidus quel quelesatnal d’accés (2f ou 2ac). Les interactions

difféerent seulement du c6té périphérique de lagimet

CYP2U1
2f 2ac

Hélice F

CYP2)2

/ & canal2b

Figure 1V-22 : Orientations comparées de I'ethyltefénadone au sein des sites actifs des CYP2J2 et 2Qlelques éléments
de structures secondaires de site actif sont repi€s en mode cartoon (hélice I, hélice F et boB€g I'ethylterfénadone issue d’'un
arrimage avec le CYP2J2 est représentée en magatgdassue d’'un arrimage avec le CYP2U1 en bleur Pacces au site actif du

CYP2U1, seule la molécule entrée par le canal 2fegs€sentée par souci de clarté.
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X/

«+ Description des interactions de I'ethylterfénadonavec le CYP2UL1.

Une vue des poses d’arrimage et un schéma deadtiters correspondantes sont présentés sur la
Figure 1V-23 pour I'entrée par le canal 2f et suFigure 1V-24 pour I'entrée par le canal 2ac.

Lorsque le substrat est arrimé au canal 2fla partie aliphatique terminale de I'ethylterféond

(a proximité du site actif) est en interaction ades résidus hydrophobes (valine, leucine, ...). En
outre, on observe une interaction de typgtackingavec une phénylalanine de la boucle BC (F167).
La cétone de l'ethylterfénadone forme quant a etle liaison hydrogéne avec I'hydroxyle d’'une

thréonine de I'hélice | (T356) alors que la fonotiamine est en interaction avec I'acide aspartique
(D355) de cette méme hélice. Le reste des contdetda protéine avec le substrat est assuré
principalement par des interactions de type hylaobpe (en vert sur le schéma). L'arrimage est
finalement davantage assuré par le canal que paegdus hydrophobes proches de I'heme. Cela

donne des pistes pour le design ou la prédictianttes substrats.

Entrée du substrat par le canal 2f

[A] Hélice F [B]

Figure 1V-23 : [A] : Positionnement de I'ethylterfénadone au sein du site actif du CYP2UL pour une emdte par le canal 2f.
L’'apoprotéine est en vert, 'héme en bleu et I'#tdrfenadone en violefB] : Interactions relevées dans les complexekes liaisons

hydrogenes et électrostatiques sont représentéelepdeches rouges, les interactions de Van dal$\sont indiquées en vert.

Lorsque le substrat est arrimé au canal 2adFigure 1V-24) le méme jeu d’interactions

hydrophobes est retrouvé avec la partie terminaliethylterfénadone (a proximité de I’'heme) enl'o
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observe aussi l'interaction de typestackingavec la phénylalanine 167 de la boucle BC. L'argma

de cette partie du substrat est donc commun aux aesters de poses.

Par contre, la liaison avec la cétone est assuméerne lysine de la boucle BC (K161). De plus,
une interaction entre un acide aspartique de théli (D348) et la fonction amine de
I'ethylterfénadone est observée. Enfin, d’'une fagamilaire au canal 2f, le reste des interactions
protéine-substrat se compose pour I'essentiel etawtions hydrophobes via des résidus apolaires

nombreux du coté de la sortie de la protéine (isolee, leucine, alanine).

Entrée du substrat par le canal 2ac

[A] Welice F [B] i, o=

Figure 1V-24 : [A] : Positionnement de I'ethylterfénadone au sein du site actif du CYP2U1 pour une emde du substrat par
le canal 2ac.L’apoprotéine est en vert, 'héme en bleu et I'#tdryénadone en violefB] : Interactions relevées dans les complexes.
Les liaisons hydrogénes et électrostatiques spnésentées par des fleches rouges, les interactolan der Waals sont indiquées en

vert.

Les deux positionnements de I'ethylterfénadone @n du site actif du CYP2U1l mettent en
evidence un jeu d’interactions stabilisant fortetnencomplexe enzyme-substrat. La partie phényl-
ethyle conserve le méme jeu d’interactions danslées< clusters de poses du fait de I'existence d’'un
domaine commun aux deux canaux d’acceés a cet én@miobserve par ailleurs le méme type de
liaisons avec les fonctions cétone et amine dbylgrfénadone mais les résidus impliqués dépendent

du canal d’accés emprunté par le substrat.
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% Arrimage des autres analogues de terfénadone

Nous avons répété les expériences d’arrimage suiyf2U1 avec 3 autres analogues (méthyl -,
propyl- et butylterfénadone). L'analyse de résslta@iontre que ces molécules présentent exactement
les mémes caractéristiques de fixation que cebesitds pour I'arrimage de I'ethylterfénadone (méme
canaux d’acces et mémes résidus en interaction)s s résidus au voisinage immédiat de I'héme
(premiére couronne hydrophobe) different dans le @énteraction avec la chaine aliphatique

terminale.
% Régioselectivité expliquée par les poses d’'arrimage

L’'arrimage d’analogues de terfénadone au sein @uasitif du CYP2U1 montre gu'il existe une
contrainte de distance entre les différentes mrstide bout de chaine et le fer de I’'heme. En,effet
toutes les poses d’arrimage font état d’'une ouigulus liaisons hydrogenes entre la cétone et I'amin
de ces analogues d’'une part et des résidus desxcdiacces d'autre part. De plus, la position au
voisinage du site actif des dérivés de terfénadmteussi influencée par I'interaction commune aux
deux canaux, de typerstacking entre le groupement phényle et la phénylalaning. 16

L’enfouissement du substrat dans les canaux est@ntrélé par ce jeu d’interactions faibles.

Les distances entre I'atome de fer de 'heme etwhales quatre carbones de la partie alkyle
terminale du substrat ont été mesurées dans les pies meilleure affinité pour chaque dérivé. Ces
mesures sont réesumées dans le Tableau 1V-9 etorwéés aux résultats de métabolisme donnés dans
le Tableau IV-8. Ces distances correspondent anmgnne calculée sur 20 poses Autodock issues

des clusters 2f et 2ac.
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OH

Chaine terminale Distance avec le Fer (A) Position d'hydroxylation (%)b
ca | g | oy cs a | g | 5
Methyle 3.6 £0.2 100
Ethyle 3.8+0.2 49102 72 45 28 5
Propyle 4.0 0.2 5302 6.204 68 5 22 5 10 +2
Butyle 35+02 47102 59104 6.7 104 66 5 27 5 712 <1%

Tableau IV-9 : Distances A) entre les carbones aliphatiques des analogues téefénadone et le fer de I'néme et comparaison

avec la régiosélectivité d'hydroxylation par le CYRUL. (a) : les valeurs de distances correspondent zolgemme de 10 distances

Dans les structures de complexes P450-substraliépsbdans la littérature, les distances
observées entre le fer de I'héme et le carboneolxyté varient généralement de 4 & 5 A et il existe
une corrélation entre la distanceF€ calculée sur les structures cristallographiqiesomplexes
P450/substrat et la régioselectivité d’'oxydatiosersée (Poulos and Johnson 2005).

Les valeurs de distances"€ calculées pour les arrimages au sein du siié dictCYP2U1
(Tableau IV-Erreur ! Source du renvoi introuvable.) sont bien dans cette fourchette de distances
puisqu’elles varient entre 3.5 + 0.2 et 6.2 + B.4our des arrimages correspondant a des
métabolismes observés expérimentalement. Seuleidi@nde calculée pour l'arrimage de la
butylterfénadone excéde largement la distance dirdi¢ 6A ce qui concorde avec l'absence de
réactivité en cette position. Cela est en tresdmmord avec I'arrimage des analogues de terfénadone
dans les canaux d'acces, ce qui ne modifie pasdiignnement global du substrat face a 'heme. Les

positionsa et3 sont toujours hydroxylées.

Bien que les valeurs absolues de ces distancesrdodire considérées avec précaution du fait
gu'’il ne s’'agit pas de données cristallographigmess seulement d’'un calcul d’arrimage a partir d’'un
modele de protéine, il est néanmoins frappant destater la corrélation obtenue entre la
régioselectivité d’oxydation observée expérimemast et les calculs de distances"'F& Ainsi,

I’hydroxylation majoritaire en position benzyliqde tous les analogues actifs de la terfénadonenest
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parfait accord avec des distances Fen@surées (comprises entre 3.5 * 0.2 et 4.0 AD.De

méme, l'ordre des distances mesurées (Fe<C Fe-& < Fe-Cf <Fe-C) concorde avec la
régioselectivité observée : I'oxydation du carb@meposition benzylique est favorisée par rapport a

celle en position homo-benzylique, cette derniéaatéelle-méme favorisé par rapport au carbpne
% Influence des résidus de la premiére couronne

Nos expériences d’arrimage d’'analogues de la tadi@me au site actif du CYP2U1 permettent
donc de bien rendre compte de la régioselectivitddoxylation observée expérimentalement.
Cependant, la régioselectivité du CYP2U1 pour abstsats n'est pas aussi forte qu’'avec le CYP2J2
dont le produit d’hydroxylation majoritaire en psn homobenzylique pour I'ethylterfénadone par
exemple, est formé a 98%. Cette différence peupsiguer par I'influence des résidus de la premiere
couronne qui, comme nous l'avons vu en partie .2l@ 86, laissent peu de place pour l'accés au
substrat dans le CYP2J2 alors que cette couronggepie moins de contraintes pour le CYP2U1
comme illustré sur la Figure IV-2Rinsi la flexibilité de la chaine terminale au voimage de
’héme est plus importante pour le CYP2U1 que poule CYP2J2 ce qui explique la moindre

régioselectivité observée avec le CYP2UL1.

CYP2J2, arrimage dans un CYP2U1, arrimagedans un
site contraint site non encombré

Figure IV-25 : Les résidus de la premiere couronneoks de I'arrimage de I'ethylterfénadonelLes résidus de la premiére
couronne sont représentés en sphéres de Van disr akaige, I'analogue de terfénadone et I’hemeétorb
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1V.3.4.5 Bilan de lI'arrimage des analogues de terfénadone

Les expériences d’arrimage des dérives de terféreag@rmettent de mieux comprendre les
résultats expérimentaux et notamment la régioseitgctd’hydroxylation. De plus I'approche par
modélisation moléculaire permet d’identifier lesiegd’acces et les résidus clef impliqués dans la

reconnaissance du substrat :

1. L’'acces des analogues de terfénadoreu site actif du CYP2U1 est différent de celui
observé pour le CYP2J2 et se fait gaux canaux voisingles canaux 2f et 2ac).

2. Chaque canal d’accés du CYP2UL1 possede ses proprésidus polairescapables de lier
le substrat terfénadone par liaison hydrogénensi fiker son enfouissement.

3. Au voisinage du site actif, 'environnement hydropk du site actif assure I'essentiel des
interactions de la partie aliphatique des substettda phénylalanine 167 crée une
interaction de type 7estacking qui maintient la position benzylique du substrar@ximité
du fer de I'heme.

4. Un site actif moins contraint que celui du CYP2JZonduit a desiydroxylations moins
régiosélectivesque celles observées avec le CYP2J2, la chaipkatiljue terminale des
analogues de terfénadone étant relativement mabileisinage de I’heme.

5. L’'un des deux canaux d’arrimage, le 2f, était pnéseen partie Il (page 88) comme

majoritairement ouvert pour le CYP2UL et sous diatde I'insert 2 N-terminal.

V.4 Conclusions

Au cours de cette thése, environ 70 molécules tittestées comme substrats potentiels du
CYP2UL1.

La recherche de nouveaux substrats pour le CYP2pérmis de découvriles deux premiers
substrats exogenesy savoir la débrisoquine, un substrat du CYP2Dénel’part et les analogues de
la terfénadone, connus pour étre oxydés par le G¥RPautre part. Ces deux substrats s’ajoutent aux
premiers composés endogenes (acide arachidonigdé,, [EPA) qui ont été proposés comme
substrats du CYP2U1 (Chuang, Helvig et al. 200&ciGuggéere que le CYP2U1L serait capable de

transformer une large diversité de composés.

D’un point de vue chimique, ces deux familles ddénales n’ont pas grand-chose en commun, la
débrisoquine étant une petite molécule (M=175 glinchargée positivement alors que les analogues

de terfénadone sont de longues molécules plus Wobuses (M= 442g.mdlpour I'ethylterfénadone
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par exemple) et plus hydrophobes. De plus, la s&fgativité d’hydroxylation observée pour les deux
substrats differe de celle relevée pour les P4 & 2J2. Le CYP2U1L transforme majoritairement

la débrisoquine en 1-hydroxydébrisoquine alors-teydroxydébrisoquine est le produit majoritaire en
présence de CYP2D6 et on observe 'oxydation ntajoement en position benzylique des analogues
de terfénadone et donc une régioselectivité vissale ces composés opposée a celle observée avec le
CYP2J2.

Un travail d’arrimage moléculaire de ces substrats au sein du site actif de I'enayiogélisé et

optimisé avec une membrane a alors pernagpliquer cette régioselectivitéarticuliére.

Du fait de sa petite taille, la débrisoquine inggrainiqguement avec des résidus au cceur du site
actif. Les résidus du CYP2U1 qui entrent en intéoacavec la débrisoquine différent des résidutscle
responsables du positionnement de la débrisoquineem du site actif du CYP2D6. Cependant,
'analyse des différentes poses d'arrimage a perdds mieux comprendre la régioselectivité
d’hydroxylation (en position 1, 4 et 6) observéeipe CYP2UL1.

Les dérivés de terfénadone s’associent quant @ dayrotéine au sein des canaux d’acces 2ac et
2f et donc, dans un domaine structural différentcdkii observé pour le CYP2J2. L'interaction
protéine/substrat est caractérisée par un jetadmiis hydrogénes dans le canal d’acces assoe® a d
interactions hydrophobes a proximité de I'héme.régioselectivité d’hydroxylation majoritaire (en
position benzylique) a ainsi pu étre confortéeljgamalyse des poses d’arrimages.

Toutefois les affinités observées expérimentalenpenir ces deux catégories de substrat sont
relativement faibles avec deg,Kle I'ordre de la centaine ¢géVl. Il en est de méme pour les énergies
d’interaction AUTODOCK, de I'ordre de quelques koI, qui sont elles aussi faibles ce qui améne
a penser que ces substrats sans doute peu reptdsetit CYP2UL1. Ce sont cependant les deux
seules activités disponibles aujourd’hui pour poivre I'exploration fonctionnelle.

A partir des activités enzymatiques décelées rdeh@aine étape de ce projet sera de mettre au
point un test d’activité afin d’évaluer de maniéapide et sensible un large jeu de molécules en tan
que substrats potentiels dans le cadre d’'une relthate substrats plus spécifiques et a plus forte
affinité pour ce P450 orphelin.
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Comme cela avait été annoncé en fin de Chapitibjectif principal de cette thése était de mieux
caractériser le CYP2UL, cytochrome P450 humainanphprincipalement exprimé dans le cerveau
et le thymus et dont le rble biologique reste larget inconnu. De facon plus précise, les trois
objectifs a court terme étaient (i) d’étudier lestgularités structurales du CYP2U1, (ii) de netu
point un systeme d’expression hétérologue d’'ungrapzcatalytiquement active et (iii) de rechercher

de nouveaux substrats.

Pour atteindre le premier objectif, des modelesC¥d*2U1 ont été construits par homologie.
L’alignement de séquences protéiques préalablendotiglisation a laissé apparaitre une particularité
pour le CYP2UL : la présence de deux inserts dansdemaine N-terminal. Ceux-ci, totalement
inédits, ne possédent aucune séquence homologirerréée dans les bases de données. Les modéles
générés ont été incorporés a une membrane modelecidimment d’étudier I'influence de ses inserts
sur I'ancrage a la membrane. Cette étude a misidarie l'interaction des résidus polaires et céarg
(notamment des arginines) de l'insert 2 avec lesiges phosphates de la membrane. Cet insert
pourrait alors offrir un ancrage supplémentaireGP2U1 a la membrane ou servir au recrutement

des substrats de I'enzyme a 'interface membrategoy.

La topologie du site actif a été étudiéen détail sous deux aspects au cours de la dynammgpc
en premier lieu un calcul du volume du site actif se situe pour le CYP2U1 dans la moyenne des
volumes de sites calculés pour les autres P450@sademiféres. Puis I'étude des canaux d’accés et de
leur dynamique d’ouverture montre que les canaaga®s au substrat sont principalement dirigés vers
la membrane ou a son interface.damal 2f se trouve en interaction avec l'insert 2t est celui qui
présente le taux d’ouverture le plus important.s€Caonc, pour nous, le canal privilégié pour I'éptr

des substrats.

Le second objectif a été atteint aveataexpression dans la levur&. cerevisiae du CYP2U1
avec la P450 réductase humaind.’optimisation des conditions de culture condaita production

d’'un complexe de protéines membranaires CYP2U1-kddilctase catalytiquement actif.

Le troisieme objectif de recherche d'activité cgigue du CYP2U1l a été atteint avec la
découvertedes deux premiers substrats exogenes de I'enzyrapres un screening de plus de 70

composes substrats des P450s de la famille 2

la débrisoquine, un substrat du CYP2D6,
des analogues de la terfénadone, substrats CYP2J2.
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Pour ces deux substrats, la régioselectivité dbwyglation a été déterminée. La débrisoquine est
majoritairement hydroxylée en position 1 (positimenzylique) et les analogues de terfénadone sont
oxydés sélectivement sur la position benzyliguendas deux cas, la position la plus réactive vis-a
vis de I'oxydation est celle qui est majoritairernerydée. Nous avons aussi effectué des expériences
d’arrimage moléculaire de ces molécules dans & aitif du CYP2UL. L'utilisation des modéles
donne une premiére approche en 3D de ce que poétraile site actif de ce P450 et fournit une
explication de la régioselectivité surprenante dP2U1 évoquée précédemment avec un arrimage
dans le cceur du site actif pour la débrisoquindaes deux canaux (2f et 2ac) pour les analogues de

terfénadone.

L'utilisation future de notre modele devrait perinetde mettre au point des substrats et/ou
inhibiteurs encore plus affins et sélectifs du CXPL. De méme, son utilisation devrait aussi ég&s tr
utile pour savoir quelles molécules endogenes Issnplus susceptibles d’étre substrats, ou, denfaco
plus générale, d’'interagir efficacement avec le @YP. Ceci devrait permettre de déterminer les

différents rbéles de ce P450 humain.

Par ailleurs des constructions (chimeres) intrahtisles éléments de structure des CYP2J2 et 2D6

au site actif du CYP2UL1 permettraient de validermedeles obtenus.

L’'analyse poussée de l'influence de l'insert 2 Kactivité du CYP2UL devra se poursuivre avec
I'expression d’'une enzyme pour laguelle ce domaimea été tronqué et avec la détermination de la

structure 3D de cet insert (par cristallisatiodaprotéine ou par I'analyse RMN du peptide).
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VI.1 Méthodes Bioinformatiques

VI.1.1 Génération de modeles par homologie et leur évaluation
VI.1.1.1 Méthodologie genérale

Au préalable, un alignement de séquences protéidesdemplates a été effectué avec Muscle
(Edgar 2004) ainsi qu’un alignement structural 9dustang (Konagurthu, Whisstock et al. 2006).

Les différents modeles ont été générés par Modede8 (Eswar, Webb et al. 2006). Les 500
modeles de cytochrome P450 générés ont été évphreta fonction de score énergétique de
Modeller : le DOPE score (discrete optimized protenergy). Une sélection plus poussée des 5

meilleurs modeles (DOPE score les plus bas) sgeteeur d’analyse structurale et de vérification

(http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVE$/permet d’éliminer, le cas échéant, des modeteseégifiant
différents parametres : la stéréochimie de la &iracest évaluée résidu par résidu par PROCHECK
(Laskowski, Macarthur et al. 1993); d'autres parme® stéréochimiques sont évalués par
WHAT_CHECK (Hooft, Vriend et al. 1996) ; ERRAT (@wos and Yeates 1993) analyse la
statistique des interactions non covalentes danstaléles et la compare a ce qui est retrouvéldans
structures connues de la PDB ; VERIFY_3D (Bowiethiyuet al. 1991) évalue la compatibilité de la
structure tridimensionnelle du modele avec le tgpactural (hélice alpha, feuillet beta, bouclg,..
déterminé pour chaque résidu a partir de la ségueRROVE (Pontius, Richelle et al. 1996) calcule
le volume des atomes du modéle selon une méthodgaite les atomes comme des sphéres puis

calcule un Z-score du modele qui peut étre compaeux issus des structures PDB.

V1.1.1.2 Modélisation du domaine N-terminal du CYP2U1

Il n'existe aujourd’hui aucune structure cristallaghique de P450 avec son hélice

transmembranaire, il est donc impossible de maatétislle-ci par homologie.

Le domaine N-terminal est reconstitué grace aueseri*TASSER Iterative Threading Assembly
Refinement Algorithin(Roy, Kucukural et al. 2010) qui effectue en piamieu une prédiction de
structure secondaire afin de localiser I'hélicelalséquence protéique puis celle-ci est reconsiabi
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initio (Wu, Skolnick et al. 2007). La position de I'h&icransmembranaire définie par I-TASSER

correspond a la localisation des autres logicielprédiction de structure (voir partie 11.1.2.22).5

Les deux modeles (domaine N-terminal & modéle corispar homologie) sont alors assemblés
manuellement sous Pymol (The PyMOL Molecular Grephbystem, Version 1.4, Schrddinger,
LLC.). Une minimisation sous contrainte est efféettsous Sybyl 8.0 : tous les résidus sont figés
hormis les 3 acides aminés situés de part et @aldrla nouvelle liaison peptidique. Cette procédur
permet d’éviter tout clash stérique entrainé pdialaon du domaine transmembranaire au reste de la

protéine.
V1.1.2 Recuits simulés sous Rosetta

Les expériences de recuit simulé sont effectuéas Rwosetta 3.1 (module loopmodel) (Wang,

Bradley et al. 2007). Les calculs sont effectuédesualuster de la Direction du Vivant du CEA.

La méthode utiliséekinematic closurgest inspirée des cinétiques inverses utiliséasleotique :
les extrémités du segment peptidique a replier foced et la chaine peptidique est ouverte ergrexd
résidus. 2N-6 torsions angulaires (Phi-Psi) deg$idus a modéliser sont arbitrairement fixées (pour
chaque résidu, les valeurs angulaires initialed selies retrouvées le plus frequemment dans les
structures cristallographiques — i.e. valeurs can@s). Les 6 autres angles de torsion sont calculé
par I'algorithme dekinematic closureafin de générer de nouvelles conformations quissdnit un
recuit simulé. Ce calcul est répété en itératiorsein d’un algorithme de Metropolis Monte Carlo.

VI.1.3 Dynamiques moléculaires sous AMBER

Le champ de force AMBER est utilisé pour relaxes laodéles générés par Modeller. Les

différentes étapes sont effectuées avec les ldgideela suite AMBER : LEaP, Sander et Ptraj.

V1.1.3.1 Préparation des modéles

La préparation des modeéles s’effectue avec leildiEaP qui génére les fichiers de coordonnées

(.pdb et .crd) et de topologie (.top) nécessaioes [a dynamique moléculaire.

La cystéine liant ’'héme d’abord renommée en uaveau résidu noté CYQ (afin de permettre sa
liaison avec le fer de I'hnéme), les paramétresogelbgie et de charge des autres résidus sontdaux
la librairie Amber ; les paramétres de I'héme smnix définis par A. Oda (Oda, Yamaotsu et al. 2005)

spécialement pour I'étude des P450s. lIs sont doanannexe p. 177.
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Le modéle est hydraté avec une « boite » de ladf@'om octaedre tronqué de molécules d’eau de
type TIP3P. La distance minimale entre un résiduPdG0 et I'extrémité de la boite est de Des

ions (N& ou CI) sont ajoutés afin d’assurer I'électroneutraliténdodeéle.
V1.1.3.2 Minimisation et équilibration

Avant toute dynamique, les modeles sont minimisé&sjeilibrés selon la séquence suivante :

1. Quatre étapes de minimisation. Chaque étape sen@se en 100 cycles de minimisation
effectués avec méthode de la phase stationnairis sié 1000 cycles avec la méthode de la
plus forte pente.

2. Une étape de chauffage : la température passegsgigement, a volume constant, de 0 a
300K en 50 ps. Les liaisons impliguant des atomi@gddogene et 'eau sont gelées.

3. Une étape de relaxation : les liaisons impliquagg bdydrogénes et I'eau restent gelées, le
modele est relaxé 50 ps a 300K.

4. Deux étapes d'équilibration : chacune des étapassmond a 50 ps au cours desquelles le

modele est equilibré a pression constante sansaniwiet
V1.1.3.3 Etapes de dynamique moléculaire

La production de la dynamique moléculaire est ¢fi@e a pression constante et sans contrainte.
Une dynamique comprend 5 étapes successives delaosne avec un pas de 2 ps (les dynamiques
ont donc une durée totale de 10 ns). Une struestrenregistrée a chaque pas.

VI.1.4 Dynamiques moléculaires sous CHARMM

Les dynamiques en membranes ont été effectuées ppramétrisation de la protéine, de la

membrane et du solvant sous le champ de force CHARBBb2 (Brooks, Brooks et al. 2009).

V1.1.4.1 Préparation des modéles

Le protocole utilisé pour préparation des modeélesbranaire est inspiré du tutoriel « Membrane
Proteins Tutorial » diffusé par l'université dellifois. (http://ks.uiuc/edu/Training/Tutorials/Il se

décompose en six étapes (Figure VI-1):

1. La protéine est orientée afin que I'axe Z soit paculaire a la surface.

2. Un fichier de topologie (psf) de la protéine etsd@ héme est généré.
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3. La protéine est solvatée avec une couche d’eaadggur & — logiciel Solvate (Max
Planck Institute for Biophysical Chemistty
Une partie de I'eau est retirée afin de laissegrigisla membrane
La membrane est insérée et alignée sur la protéine

Le complexe est solvaté et les ions sont ajoutés ¥MD.

Figure VI-1 : Les étapes de la construction d’'un moéle en membranelLa protéine est représentée en cartoon, les melkecul
d’eau et les phospholipides en batons.

V1.1.4.2 Minimisation et équilibration

Avec plus de 100000 atomes pour les modeles de OYR2ec membrane, il est inconcevable de
lancer une dynamique sur une structure non mingngéequilibrée. Différentes étapes permettent
d’obtenir un modéle stable.

1. Seules les molécules d’eau sont libres. Une migitins de 5000 pas est effectuée (0.01
ns) suivie d'une équilibration de 1 ns.

! http://www.mpibpc.mpg.de/home/grubmueller/downig’adivate/index.htmi
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2. L’eau ainsi que les lipides (excepté leurs tétdaips) sont libres. Une minimisation de
5000 pas est effectuée (0.01 ns) suivie d’une ibdgatiion de 1ns.

3. L'eau ainsi que la totalité des lipides sont librefme minimisation de 250000 pas est
effectuée (0.5 ns) suivie d’'une équilibration des2

4. Tous les atomes sont libres. Une minimisation d@0@B pas est effectuée (0.5 ns) suivie

d’'une équilibration de 2 ns.

VI.1.4.3 Dynamiques courtes (<20 ns)

Les calculs sont effectués sur le cluster de laddion du Vivant du CEA (Gabriel — 24 noceuds de

calculs) en utilisant de 1 a 64 processeurs.
La dynamique s’effectue sous NAMD version 2.6bkil{ips, Braun et al. 2005)

V1.1.4.4 Dynamiques longues (>20 ns)

Les dynamiques de plus de 20 ns qui auraient deéngind d’'un mois de calcul sur le cluster de la
Direction du Vivant sont effectuées grace au Ced&eCalcul Recherche et Technologie (CCRT —

Bruyére-le-Chatel) et ce, sur les clusters Pladifétane équipés de 1068 nceuds de calculs.
La dynamique s’effectue avec NAMD version 2.7b2il(ipls, Braun et al. 2005)
VI.1.5 Analyse des fichiers de dynamique

L’exploitation des fichiers de dynamique molécudase fait avec le logiciel Ptraj (inclus dans la
suite de logiciels AmberTools) (Case, Darden ek@l0). Ce logiciel permet d’analyser 'ensemble

d’'une dynamique et d’exporter diverses données :

s Des poses (fichiers pdb) extraites en cours derdimse,
% des mesures de distances et d’angles,
+ la déviation de la structure de la protéine mespe¥erapport a une structure de référence

qui est mesurée par son RMSD (root mean squaratd&y), avec :

N
1 2
RMSD = - (Ti - rréf)
N ¢
i=1
N nombre total d’atomes, coordonnées de I'atome jiIcoordonnées de I'atome de référence
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% la fluctuation d’'un résidu mesurée le long de laaiyique par son RMSF (root mean

square fluctuation).

K
1
RMSF; = EZ(TL; = Tijo1)?
j=2

K nombre total de poses; coordonnées de I'atome i au temps j
% la compacité d'une structure mesurée par le rayogiition. Il est donné en nm et défini

par la relation suivante (Lobanov, Bogatyreva e2@08):

1 v ,
R = Mzmj(rj_ri)
]:

N nombre total d’atomes, coordonnées du centre de massepordonnées de l'atome j; masse de l'atome

i» M masse des N atomes

V1.1.6 Evaluation des canaux d’acces des substrats

+ Présentation du programme

Le programme MOLE v1.2 (Petrek, Kosinova et al. Z0fisponible sur le site de l'université de
Masaryk (Républiqgue Tcheque) permet de localiseleataractériser les tunnels ou canaux d’acces au
site actif. Contrairement a d’autres programmes pluciens, tel que CAVER (Petrek, Otyepka et al.
2006), ce logiciel présente lI'avantage de pouvaiicuder rapidement la localisation des canaux

d’acces d’'une structure protéique(en moins d’'une minute).

MOLE recherche les canaux d’accés par le biais dlgorithme de Dijkstra qui calcule le chemin
le plus court et le plus large de sortie a partingpoint donné du site actif (voir Figure VII 1Bour
chaque tunnel trouvé par MOLE deux informationst samlectées : le chemin d’acces et la largeur

maximale du tunnel en chaque point.
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Site actif

Chemin le plus probable
.,'- Rayon maximal

Sortie

Atome de la protéine

Figure VII 1 : Détermination des canaux d’acces asite actif — principe schématique.

< Parameétres d’'entrée

Le point de départ du calcul de canaux doit étrgpaint de la cavité. Il est habituellement défini
de visu par l'utilisateur. Afin de pouvoir traiten grand nombre de calculs, la recherche manuelle
n'est plus envisageable. Les coordonnées du paitiali sont calculées afin de correspondre au
barycentre entre le fer de I'héme et l@ €un résidu situé sur le toit du site actif, ladae 203 avec
des pondérations de 2 pour le fer et 1 pour learalice résidu particulier —L203- a été choisfait

de sa position sur le toit du site actif et parc@l @st peu mobile lors des étapes de simulation).

A

Figure VI-2 : Représentation du point de départ degalculs Mole (Kleywegt and Jones 1994)Voidoo (dsobleue).La leucine
203 et 'héme sont représentés en baton, la petircartoon et le fer par une sphére.
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VI.1.7 Evaluation du volume du site actif

X/

% Présentation du programme

Le programme VOIDOO, disponible sur le site de iansité d’Uppsala en Suéde permet la
détection de cavités au sein d’'une structure tedismonnelle. Son algorithme lui permet de détecter
des cavités méme si celles-ci sont, comme danadedes CYPs, ouvertes vers I'extérieur via des
canaux d’acces. Dans tous les cas, la techniqusstera effectuer un balayage du site actif par une
sphére qui sert de sonde, dont le rayon peut &fiei goar I'utilisateur. Deux surfaces peuvent alor

étre calculées. Par intégration, les deux voluresgactifs pourront étre calculés.

Surface Moléculaire Accessible au Solvant

0
o

.......

Surface Accessible au Solvant

(SAS)

Figure VI-3 : Surfaces moléculaires d’'un composé Aéfinies par le solvant SLe solvant explore tous les positionnements
possibles autour de A. La surface moléculaire aiiglesau solvant est définie par les contacts deMer Walls entre la sonde S et le
composé A (Connolly 1983). La surface accessiblsofwant est définie par la surface balayée paemdre de la sonde (Lee and

Richards 1971)

X/

< Parameétres d’entrée de Voidoo

Le point de départ du calcul du volume est nécessant un point de la cavité. Les coordonnées

de ce point sont les méme que celles utilisées lpatalcul des canaux d’acces au site actif.

Les principaux paramétres sont listés dans le daldeivant :
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Paramétre Valeur
définition de la grille 0.3A
rayon de la sonde 1.4 A
taille minimale de la cavité 100 A
nombre maximum de cycles de détection 10
nombre maximum de cycles de raffinement 15
0.1 A3 0u 0.1% du volume

critéres de convergence iy
de la cavité

Tableau VI-1 : Parametres utilisés pour le calcul deolume de site actif par Voidoo

VI.1.8 Docking de petites molécules dans le site actif des cytochromes P450

+ Présentation du programme

Les expériences d’arrimage moléculaire ont éteafées avec AUTODOCK 4.2 (Morris, Huey et
al. 2009). Le ligand et les résidus flexibles ssibig aléatoirement des mouvements de rotations et d
translation et cette exploration conformationneb¢ contrdlée par un algorithme de Monte Carlo afin

d’obtenir des conformations de faibles énergieso@sell, Morris et al. 1996).

Puis une étape d’attribution de score permet desetaénergétiqguement les poses obtenues.
AUTODOCK évalue donc I'énergie libre associée fotmation du complexe enzyme-substrat (Huey,
Morris et al. 2007). A cet effet, les énergies sargaluées par paires (A Vnon i : les deux premieres
paires correspondent aux interactions intramolé@gala troisieme aux interactions intermolécusir
(voir équation ci-dessous). Chaque terme énerg&tiqucorrespond a la somme de 5 termes

énergétiques (Van Der Walls, diéléctrique, sohatattorsion et liaison hydrogéene).

AG = (Vlli'é_L nonlle) + ( lle non lle) + (Vl non lle) TAS

L : ligand, P : protéine
Le champ de force utilisé pour I'évaluation éneiyét est de type semi-empirique, sa calibration
a été effectuée grace aux constantes d’associat®d88 complexes enzymes-substrats déposés dans
la Ligand Protein DataBas€LPDB) (Roche, Kiyama et al. 2001) assurant aunsé déviation

standard de seulement 2.62 kcal/mol pour les cabbeilscores.
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% Préparation des fichiers de coordonnées

Les ligands sont générés avec MAESTRO (version&Brodinger, LLC, New York, NY, 2011) .
Les charges partielles sont rajoutées avec le chdenforce OPLS-2005. Pour chaque ligand, 10

conformeres sont générés grace au module ConfGati{\VDalal et al. 2010).

Les charges partielles des atomes du récepteurefiestaussi ajoutées avec le champ de force
OPLS-2005.

+«» Calcul de la grille

Une partie des atomes du récepteur sont considenése rigides lors de I'expérience d’arrimage
moléculaire. Pour ceux-ci, une carte tridimensidlendes énergies d’interaction (qui sont donc
constantes) est calculée au préalable. Pour I'agérdes substrats au CYP2U1, cette carte, appelée
grille, est un cube de 126 points de c6té, chaaiet @tant espacé de @.Zafin de conserver une
bonne résolution) et la grille est centrée suitke actif de 'enzyme (voir Figure VI-4). Pour lptus
grosses molécules (type ethylterfénadone), laetaidl la grille est augmentée et englobe les canaux

d’accées au site actif.

Grille

Figure VI-4 : Exemple de grille AUTODOCK pour le CYP2U1.La protéine est représentée en cartoon rose et jaugrille est

un cube centré sur le site actif de I'enzyme
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% Parameétres d’arrimage

Pour chaque conformation du ligand, 100 recheracwoegormationnelles ont été réalisées par
I'algorithme proposé par AUTODOCK. Les 1000 posebtenues sont ensuite eévaluées

énergeéetiquement.
% Analyse des résultats

Le produit d’arrimage est ensuite analysé gracdogiciel AUTODOCK Tolls. Les différentes
poses sont regroupées selon leur proximité confiwmezelle sous formes de clusters de poses. Les
interactions ligand protéine sont ensuite analypées les clusters de plus basse énergie et regnbup
le plus grand nombre de poses.

V1.2 Méthodes Biochimiques et Analytiques

VI.2.1 Milieux de culture et tampons

Milieux Nutritifs pour S. cerevisiae Milieux Nutritifs pour E. coli
Bactocasaminoacids 1g Tryptone 12 g
Yeast Nitrogen Base 7¢ TB | Yeast Extract 24 ¢

>l Glucose 2049 Glycerol 4 mL
Eau gs.p.-1L Tampon phosphate 1M 100 mL

Eau g.s.p.1L

Yeast Extract 10 g
bactopeptone 10 g Tryptone 10 g

vpGA | Adenine 15 mg Yeast Extract 59
Glucose 20g LB NacCl 10 g
Eau g.s.p. 1L Eau g.s.p. 1L

Tableau VI-2 : Composition des milieux de culture. Le milieux solides sont de méme composition hormisiajout de 15 g

d’'agar par litre.

VI.2.2 Expression de la protéine recombinante dans Saccharomyces cerevisae

V1.2.2.1 Souches et vecteur

160



PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

Les souchesW(hR) et W(R) ont été construites par I'équipe deni® Pompon au centre de
Génétigue Moléculaire (Gif sur Yvette, France). @eax souches sont dérivées de la souche sauvage
W(303-1B), W(R) surexprimant la P450 réductasecttare et W(hR) la P450 réductase humaine.

W(303-1B) ou W(N) : souche sauvage exprimant la P450 réductase aipsieqcytochrome b5
endogenes (Thomas and Rothstein 1989) de génotypke & ade2-1; his3-11, 15; leu2-3,-112 ;
ura3-1; trpl-1

W(R) : souche dérivée de W(303-1B) surexprimant la P480atase de levure (Truan, Cullin et
al. 1993)et exprimant le cytochrome b5 endogéne de géndE a ; ade2-1 ; his3-11, 15 ; leu2-3,-
112 ; ura3-1; trpl-1; YRED :: [uraBAL10-CYC1-YRED]. Cette souche a été obtenue spre

introduction d’'un promoteur inductible fort en anhdo géne de la P450 réductase endogéne.

W(hR) : souche dérivée de W(303-1B) surexprimant la P480atase humaine (Urban, Truan et
al. 1993) et exprimant le cytochrome b5 endogéngédetype MAT a ; ade2-1 ; his3-11, 15 ; leu2-3,-
112 ; ura3-1; trpl-1; YRED :: [ura®BAL10-CYC1-HRED]. Cette souche a été obtenue sapré
disruption du gene de la P450 réductase endogesmaemplacement par celui de la P450 réductase

humaine sous contrdle d’un promoteur inductiblé éorson amont.

L’ADNc de la protéine (544 a.a.) est inséré dangelgeur d’expressionpYeDP60(Figure VI-5).
Ce vecteur navettE.coli/ S. cerevisiaenulticopie dont la cassette d’expression est $ouontrole
d’'un promoteur inductible fort GAL10 et du termieat de PGK. D’une part, une origine de
réplication bactérienne ORI ainsi que le gene decgén AMPR (gene de résistance a I'ampicilline)
permettent I'utilisation d&. coli pour le clonage. D’autre part, un géne de séled®fevure ORI @
et deux marqueurs de sélection (URA3 et ADE2, gé&sssntiels a la biosynthése respectivement de
I'uracile et de I'adénine, nucléotides essentidlseats des milieux de culture) permettent I'utilsa
de la levures. cerevisiaecomme hoéte d’expression du cytochrome P450.
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GAL10 2u1l \

TERPGK

URA3

Plasmide
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ADE2

ORI Pucl9

Amp*

Figure VI-5 : Vecteur d’expression pYeDP60 portant’ORF du CYP2U1

V1.2.2.2 Transformation de la levure

Les cellules compétenteS.(cerevisiaeW(R) ou W(hR)) sont préalablement incubées en
présence d’acétate de lithium et de sperme de sadn89°C pendant 60 minutes. Le plasmide est

alors introduit au sein des levures compétentesegrain choc thermique a 42°C de 15 min.

Les levures sont alors étalées sur milieu minimaaide (SGI) supplémenté en tryptophane
(0.3 mg/mL) afin de sélectionner les colonies ayatégrés le plasmide et laissées a incuber 2 a 3

jours a 28°C.

V1.2.2.3 Précultures

Les étapes de préculture, dans des volumes crssddnmL puis 50 mL) favorisent la croissance

des cellules.

En effet, peu concentrées, les levures se divisatément et apres cette phase de latence, on
observe une phase de croissance exponentiellegudpguisement du milieu. Il convient donc toujours
de se placer dans des conditions de croissancaexjelle et ce parameétre peut étre suivi graceea u

mesure de la densité optique (D.O.) a 600 nm.

Deux autres parametres influent sur les étapgwréilture et de culture : la température et

I'agitation qui sont idéalement calibrées & 28°Qmame agitation de 180 tour.rffin
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Figure VI-6 : Suivi de la densité optique lors de wditure de levure S. Cerevisiae. La sélection des levure ayant intégré le
plasmide se fait en début de culture grace auxsg@eeynthése de I'adénine et de I'uracile du pldes60 ( le milieu de culture n'est
pas implémenté en ces acides aminés). Lorsque lat2dt la valeur 3, de I'ethanol est ajouté aliemiet la production commence 12

apres par I'ajout de galactose (2% m/v final)

V1.2.2.4 Culture et induction

La culture est effectuée dans des erlenmeyer diume de 200 mL de milieu SGI supplémenté
en tryptophane (0.3 mg/mL) a 28°C et la D.O. estisjusqu’a ce qu’elle atteigne une valeur de 8. L
croissance est poursuivie une nuit aprés ajouB@earil de milieu YE(2X) et 20 mL d’éthanol afin de
consommer le glucose présent dans le milieu touassurant la survie des levures (I'éthanol se

substituant au glucose comme source de carbone).

La surexpression du CYP2UL est alors induite pagdlactose (2%n/v final). Neuf heures
aprés linduction, les levures sont centrifugée80A0 tours.mift pendant 6 minutes (centrifugeuse

Beckman).
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VI.2.2.5 Obtention de la fraction microsomale

La fraction microsomale est obtenue par centrtiogadifférentielle. Toutes ces opérations

s'effectuent a 4°C.

Le culot de levures ayant exprimé la protéinetdtliét est tout d’abord repris dans un tampon
Tris-EDTA-Sorbitol (Tris 0.1M — EDTA 5mM — Sorbitdd.6M, pH 7.5). Les cellules sont alors
casseées mécaniquement par des billes de verre@(48m ; Braun Biotech International) en agitant
a l'aide d’'un broyeur (6 broyages de 30s entreceufg1min le tout & 4°C). Les billes sont ensuite

éliminées sur fritté.

Le broyat est ensuite centrifugé 35 min & 15000stmin® & 4°C afin de séparer les débris

cellulaires (noyaux, parois, mitochondries) préselans le culot, du cytosol et des microsomes.

Le surnageant est centrifugé & 35000 tours'mid°C pendant 1h30 puis le culot de fraction
microsomale est homogénéisé dans un tampon TrisV6@EDTA 1mM, glycérol 20%, pH 7,4. La
suspension microsomale est ensuite aliquotée, tmngkans I'azote liquide et conservée a -80°C

jusqu’a utilisation.
VI.2.3 Expression de la protéine recombinante dans Escherichia coli

V1.2.3.1 Souches et vecteur

Des souches de cellules Did5(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) sont utikksgeour

I'expression dank. coli

Le gene du CYP2UL1 cloné dans le vecteur pCW (Figli¥é) nous a été fourni par Xiao-Qiong
Pei (Chengdu Institute of Biology, Chine).
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Nde | Plasmide pCW-2U1

Figure VI-7 : vecteur d’expression bactérien pCW paant 'ORF du CYP2U1

L’ADNc est insérée dans Mecteur d’expressionpCW. Ce vecteur dE.coli multicopie dont la
cassette d’expression est sous le contrble de pleumoteurs tac inductibles a I'lPTG. D’'un part, une
origine de réplication bactérienne pBRori ainsi trigéne de sélection ANIRgéne de résistance a

I'ampicilline) permettent I'utilisation d&. colicomme héte d’expression du cytochrome P450.

De plus, il existe une version bicistronique deveeteur. Dans celle-ci, le CYP ainsi que la P450
réductase sont co-exprimés. Le gene codant la Bth@tase est inséré juste apres celui du CYP2U1,

les deux génes se retrouvent sur le méme traisa8RNmM.
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Plasmide pGro7

grokES

PACYC ori

Figure VI-8 : vecteur d’expression bactérien pGro7

L’expression du CYP2U1 daiis colinécessite en outre la présence de protéines chmagasrafin
d’assurer un bon repliement du CYP2U1 dans le systhétérologue (Wu, Bartleson et al. 2006).
Nous avons utilisé le plasmide pGro7 (Nishiharanétaori et al. 1998), fourni par Takara Bio Inc.
(Japon). Ce vecteur posséde un géne de résistanahlaramphénicol (CH), une origine de
réplication bactérienne (pACYC ori) et une cassétapression de la chaperonne groEL et de sa co-
chaperonne groES sous le contrdle de deux pronsodelarabinose (araB & araC).

V1.2.3.2 Transformation de la bactérie

Les cellules compétentes D&dF100 pl) sont préalablement incubées en présence de Sesg
deux plasmides pGro7 et pCW-2U1 (version mono a@istoonique) a 4°C pendant 30 minutes. Le
plasmide est alors introduit au sein des levurespgétentes grace a un choc thermique a 42°C pendant
2 minutes suivies d’'une incubation a 4°C pendamirtutes. 90QL de milieu LB sont alors ajoutés et
les cellules sont laissées 1 heure a 37°C. L'incea ensuite centrifugé a température ambiante a

10000 tour/min pendant 2 minutes et le culot gatisedans 100 uL de milieu LB.

Les bactéries sont alors étalées sur milieu LBpkupenté en antibiotiques (ampiciline 100
MM et chloramphénicol 5QM) afin de sélectionner les colonies ayant intdgeedeux plasmides et

laissées a incuber une nuit a 37°C.

166



PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

V1.2.3.3 Préculture-culture

A partir d'une unique colonie, une préculture soe wuit est réalisée a 37°C dans 100 mL de

milieu LB supplémenté d’ampicilline (1Q@M) et de chloramphénicol (50M).
VI.2.4 Microsomes commerciaux exprimant les cytochromes P450 humains

Sauf mention contraire, les isoformes de CYP humamnt des Supersomes® de Gentest (BD
Biosciences, CA, USA). Les protéines (CYP, réduetasmaine et cytochrome b5) sont surexprimées

dans des cellules d’insectes transfectées pardaaus.

Le CYP2J2 est, quant a lui, surexprimé ainsi quettictase humaine et le cytochrome b5 dans

E.coli (bactosome) et nous a été fourni par Cypex (Rogaumis).
VI.2.5 Microsomes de foie de rat

Des rat males Sprague Dawley (200-250 g, CharlesrRL’'Arbresle, France) ont été fournis au
laboratoire, nourris et abreuvad libitum Apres une période d’adaptation de 7 jours, lésmamx ont
été traités avec du phénobarbital (PB) (20 mig.kg. pendant 4 jours). Les microsomes de ragtét
obtenus par centrifugation différentielle et stacké-80°C jusqu’a utilisation. (Kremers, Beaunalet
1981)

VI.2.6 Origine des molécules testées

La majorité des produits chimiques utilisés nousavé fournis par Sigma-Aldrich.

Les analogues de terfénadone ont été synthétiséS. daijol et D. Buisson. Les métabolites de
débrisoquine ont été synthétisés par Y. Xu-Li et Boucher pour les 5-,6- et 7-OH-débrisoquine, par
J-L. Boucher pour les N-OH et urée débrisoquinesd- et 8-OH-débrisoquine nous ont été fournies

parToronto Research Chemicals

VI.2.7 Conditions d’incubation pour les études métaboliques

Le milieu d’incubation contient initialement des@ghromes P450 microsomaux dans un tampon
phosphate 0,1M pH 7,4 contenant de 'EDTA (1 mM)dat chlorure de magnésium (5 mM). Le

substrat est préalablement dilué dans un solvaéqued (DMSO, EtOH, eau). Le volume final de
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solvant ajouté (si organique) ne dépasse pas 3%otime final. La réaction enzymatique est
démarrée par I'ajout d’'une solution de NADPH (corication finale de 1 mM) dans le mélange.
L’incubation se fait a 28°C lors de l'utilisatiore anicrosomes de levure (37°C dans le cas contraire)
et, au temps désiré, la réaction est arrétée ppout de 100uL d’une solution précipitante a 4°C
(CHsCN/CH;COOH, 10: 1). Le mélange est ensuite vortexé peistrifugé a 10000 tours.mitn
pendant 5 minutes. Le surnageant (230-gbp est alors prélevé pour étre injecté en CLHP-SM o

CLHP-fluorimétrie.

V1.2.8 CLHP-SM

L’appareil utilisé pour la Chromatographie Liquidaute Performance (CLHP) est un systeme
Surveyor couplé a un spectrometre de masse (SMappd d’'ion (Thermo Finnigan, Les Ullis,
France). Les composés sont ionisés grace a unsitismbélectrospray (ESI) en mode positif. Une
calibration des paramétres de détection est effectm utilisant la procédure automatique du logicie
Tune Plus (Thermo Finnigan, Les Ullis, France). lpggameétres utilisés pour la détection des
différents composés sont indiquée dans le Tablde Ya fragmentation des ions afin d’obtenir des

spectres de SMZ est réalisée a une puissancealpéini’appareil entre 30 et 40% selon le composé.

, Température du Voltage
Composé illaire (°C)
capiliaire source (kV) capillaire (V)
Débrisoquine 200 4.5 3
Dér. Terfénadone 275 5 40

Tableau VI-3 : conditions de détection des différerst composés par spectrométrie de masse

Produits et métabolites sont séparés par chromagtbig en phase inverse sur une colonne
Gemini C-18 (Phenomenex, Le Pecq, France). Lesmsest d’élution et les différents gradients sont

présentés en annexe.
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VI.2.9 Analyse des fractions microsomales
V1.2.9.1 Dosage des protéines microsomales

La concentration en protéines des microsomes estinde par la méthode de Bradford (Bradford
1976), en utilisant de I'albumine de sérum de bceuime étalon.

VI1.2.9.1.1 Mesure de la concentration en CYP

Le dosage de la concentration en CYP ainsi queelsune de I'activité réductase ont été effectués
a laide d'un spectrophotomeétre Cary300 (Varianprsedes méthodes spectroscopiques usuelles.
(Guengerich, Martin et al. 2009)

La concentration en CYP est mesurée par spectriesdifférentielle. Les microsomes sont
dilués dans du tampon (Tris-EDTA) au 1/30 afin ééuire la turbidité puis répartis dans deux cuves
de 120uL de 1 cm de trajet optique. Aprés enregistremé&melligne de base, le fer des CYPs est
réduit (au degré d’oxydation +II) par quelques ggaile dithionite. La solution de la cuve échantillo
est alors saturée en CO par barbotage et le sp#atysorption caractéristique des complexes {Fe
COJ] mesuré. Les concentrations en CYP sont mes@ee® réféerant aux coefficients d’absorption
des deux espéces=(91000 crit M™ pour I'espéce absorbant & 450 nnz=tl83000 crit M™ pour

I'espece absorbant a 420 nm).
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VI1.2.9.1.2 Mesure de 'activité réductase

L’activité mesurée est celle de la réduction dwcltome C par la P450 réductase en présence de
NADPH.

Les mesures de cinétique sont obtenues en utiliEant cuves de 1 mL. La cuve de référence est
remplie de tampon phosphate 10 mM pH 7.4. Dandréacuve, sont introduits successivement 890
puL du méme tampon phosphate, |80 d’'une solution de cytochrome C a 0,5 mM, | 80de solution
microsomale et 1M d’une solution de NADPH a 10 mM. Un suivi cinét&de I'absorbance a la
longueur d’'onde de 550 nm est alors effectué pantdaminutes. La pente de la courbe (ou variation
de I'absorbance par minuteMAsson{mMin) est mesurée. Elle est reliée a I'activitdal®450 réductase

par la relation suivante :

AAssonm/min

0.021 = nmol de cytochrome c réduit par minute dans la cuve

Le facteur 0.021 correspond au coefficient d’absompa 550 nm du cytochrome C réduit. On
déduit alors l'activité réductase des microsomesmeiitipliant I'activité obtenue par le facteur de
dilution (i.e. 1000/30).
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V1.2.9.2 Immunodétection Western Blot

Un dépbt de 4%1g de fraction microsomale est effectué sur gel alggerylamide 12% SDS (gel
readygel Biorad) en conditions dénaturantes. Letepres sont séparées sous une tension de 200 V
pour 170 mA pendant 1h. Les protéines sont al@ssférées sur une membrane Hybond P par
transfert semi-sec (Transblot semi-Dry cell Bioradus une tension de 20 V pour 170 mA pendant
1h30. La membrane est alors incubée 1h dans deB&tTween 5% (phase de blocage). Une seconde
incubation d’une heure est effectuée dans du B8-Pween 0.1% contenant I'anticorps primaire anti-
CYP2UL. Apreés plusieurs lavages dans le PBS-TweE¥ @4 x 10 min) la membrane est incubée
pendant 1h a température ambiante en présencecdigst anti-lapin couplé a la péroxydase dilué au
1/2000 dans du PBS-Tween. Une derniere séquentzvage élimine I'exces d’anticorps secondaire
puis la membrane est baignée dans une solutionld®@™ (Amersham Biosciences). Les protéines
sont réveélées par une exposition d'une minute surfin autoradiographique qui sera ensuite

développé.
VI.2.10 Préparation du métabolite majoritaire de la débrisoquine

Une incubation a grande échelle de la débrisoqiéms un volume total de 50 mL en présence de
microsomes de rat traité au phénobarbital a éeceiée pendant 45 min a 37°C dans les conditions

suivantes : 21IM P450, 5mM de substrat et 1 mM de NADPH.

Les protéines ont été précipité comme précédemrh&wetonitrile a été évaporé au rotavapeur,
'eau éliminée au lyophilisateur. Le résidu a é@ris dans un minimum d’eau et une premiere
chromatographie a été effectuée sur colonne Se@a8k(élution par un mélange eau acétonitrile).
Une seconde étape de chromatographie a permigpdees€hydroxydébrisoquine de la débrisoquine.
Le gradient est le méme que celui utilisé en CLH8-Mais avec un débit de 2 mL.iisur une
colonne C18 semi-préparative (colonne Agilent, ZarlC18) avec un suivi en UV a 210 nm. Les
différentes fractions contenant le métabolite ppaktont été rassemblées et le produit d’hydroxytat

de la débrisoquine a été caractérisé par RMN diopro

Les spectres ont été enregistrés par un spect®Biickner 500MHz a une température de 300K
dans DBO. Les déplacements chimiques sont donnés par ntagupaignal du (MeJpi, les constantes de

couplage sont données en Hz.
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VII.1 Alignements

VII.1.1Alignement des 16 P450s humains de la famille 2

Alignement sous Jalview effectué avec I'algorithimeoffe.
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VII.1.2Alignement pour Modeller
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VII.2 Scripts et données bioinformatiques

VIL.2.1 Script Modeller

from modeller import *
from modeller.automodel import *
from modeller.automodel import *

log.verbose ()
env = environ()

env.io.atom files directory = ['.', '../chainA-pdb']
env.io.hetatm = True

# Cree une nouvelle classe basee sur 'loopmodel' qui sera
redefinie
# select loop_ atoms
class MyLoop (dope_ loopmodel) :
# Definit les residus qui seront raffines par loopmodel
def select_loop_atoms (self):
# Two residue ranges (both will be refined
simultaneously)
return selection(self.residue_range('17:', '40:'))

# Build 50 models, and assess with both DOPE and GA341
a = MyLoop(
env,
alnfile = 'cyp2Ulmodif.ali',
knowns = ('lpo5', '2f9q','1ldté','1z10', '3czh', '1suo0'),
sequence = 'CYP2Ul', assess_methods=(assess.DOPE,
assess.GA341))

a.starting model= 1

a.ending model = 500
a.loop.starting model = 1 # First loop model
a.loop.ending_model = 30 # Last loop model

a.loop.md_level refine.very slow
a.make ()

# Obtenir une liste de tous les modeles de a.outputs
ok _models = filter(lambda x: x['failure'] is None, a.outputs)

# Ranger les modeles par DOPE score

key = 'DOPE score'

ok_models.sort (lambda a,b: cmp(al[key], blkey]l))
# Get top model

m = ok _models[0]
print "Top model: %s (DOPE score %.3f)" & (m['name'], m[key])

Figure VII 2 : Script modeller utilisé pour la géné&ation des modeles de CYP2UL.
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VIIL.2.2 Fichiers de topologie pour I’héme et le résidu CYQ
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VII.3Un systeme procaryote adapté aux e€tudes structurae la bactérie

Escherichia coli

VIL.3.1Modifications du gene du CYP2U1

La production de P450s d’eucaryotes membranaires dm hobte procaryote nécessite des

modifications de la séquence nucléique.

L’ADNc du CYP2U1 a été modifié dans sa partie Nyterale (Wu, Qiao et al. 2009) avec d’'une
part la troncature du domaine transmembranaireotremplacement par une séquence consensus
pour I'expression de cytochromes P450 composééisidus polaires. D’autre part, certains codons
« sauvages » ont été optimisés afin d’améliorexpfession en systeme bactérien (voir Figure
VII-1Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Enfin, un tag histidine est ajouté en bout dgusé@ce

C-terminale pour de futures purifications sur colemle Nickel.

CYP2U1-construction-coli 1 - ----------cmmm o oo m o oo oo - _F‘ 17

CGYP2U1-sauvage 1 MSSPGPSQPPAEDPPWPARL LRAPLGLLRLDPSGGALLLCGLVALLGWSWLRRRRARG | PPGPTP 65
CYP2U1-construction-coli 18 WPLVGNFGHVLLPPF L.SWLSS.AAG IDPSV IGPQVLLAHLARVYGSIFSFF IGHYL 78
CYP2U1-sauvage 66 WPLVGNFGHVLLPPFLRRRSWLSSRTRAAG IDPSV IGPQVLLAHLARVY GSIFSFF IGHYL 126

Figure VII-1 : Séquences protéiques N-terminales dCYP2U1 humain « sauvage » et de CYP2U1 modifié expé dansE.

coli. En rouge : Résidus rajoutés pour I'expression, en: vésidus pour lesquels les codons ont été agdsn

VIIL.3.2Un isoforme sensible

Les étapes de transformation, de précultures etadse des cellules sont détaillées en partie
VI1.2.3.3 p.167.

Exprimé dans les conditions habituellement ugigséBarnes 1996; Wester, Stout et al. 2002) pour
cette famille de protéineseule une espece présentant un maximum d’absorptice 420 nmen

spectroscopie différentielle est produite.

Une optimisation des conditions de culture a doté& effectuée en faisant varier plusieurs
parametres : température de culture, temps d’immlyobxygénation des milieux, nature de la protéine

chaperonne, concentration en inducteur, milieuulie.

L'obtention de CYP2UL1 sous une forme active avexhende a 450 nm est alors possible dans les

conditions de cultures suivantes :
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1. Un milieu de culture TB enrichi en glycérol (4%)qgael est additionné de l'acide 5-
aminolevulinique (0.5 mM - précurseur de I'hnéme),I'théme (20uM) un cocktail de sels
d’'ions métalliques ;

2. La co-expression des chaperonne et co-chaperona€E&ret Gro-EL, médiée par le
plasmide d’expression pGro7 (Nishihara, Kanemoale1998) ;

3. Une production a basse température (27°C) penaamereent 24h dans erlenmeyer sous
agitation (200 tours.mif ;

4. Une induction avec une trés faible concentratiofRarG (10uM) est aussi nécessaire afin

d’obtenir 'espece active absorbant a 450 nm.

Les taux d’expression de CYP2UL obtenus dansoli sont bien supérieurs a ceux observés dans
la levure : la protéine est produite & 170 +10 rmmdl’ de culture alors que ce taux est plus de 20 fois

inférieur lorsque I'expression est effectuée darisVure (voir Tableau I1I-1)

Toutefois, malgré les efforts d’optimisation entiepla protéine obtenue présente deux bandes
d’absorption & 420 et 450 nm sous form&G®@. L'amélioration des conditions d’expressiondstc
a poursuivre dans le but de ne produire que I'espétive de la protéine. On notera néanmoins que
lorsque le CYP2UL1 est co-exprimé avec la P450 t@&decumaine, les préparations de CYP2UL1 ainsi
obtenues présentelals mémes activités enzymatiques que celles obsera¥ec des microsomes de
levure surexprimant le CYP2U1 (détaillées dans le chapitre 1V). La protéinedoite est donc

active.
VI1.3.3 Caractérisation du CYP2U1 exprimée dans E. coli

A l'image de la caractérisation du CYP2UL exprinadglla levure, la protéine a été caractérisée

par une méthode spectroscopique (spectt€Bg et par identification Western Blot.

Les spectres d’absorption différentiels' €© obtenus pour ces extraits présentent deux lpics,

a 420 nm et I'autre a 450 nm (voir supra).

Une seconde caractérisation du CYP2U1 passe pacdmnaissance de I'enzyme via un Western
Blot visible sur la Figure 1lI-2 a la page 101. paotéine tronquée exprimée dans la bactérie est
attendue a 55 kDa et une bande est bien observgecette taille de protéine. La caractérisation est
confirmée par I'absence de protéine a ce poids ecatdée pour la bactérie n'ayant pas intégrée le
plasmide (visible sur la Figure IlI-2). L’'expressidu CYP2U1 est donc confirmée pour les extraits de

cultures bactériennes.
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VIl.4 Gradients CLHP

VIL.4.1 Analogues de terfénadone

Colonne 100%
Gemini C18 100x2.00mm x 3pim f. 75% I
c
Phase Mobile g
S 50% ——
Débit 200pL/min S
Solvant A AcONH, 10mM pH4.6 X 25% —
Solvant B CH5CN/MeOH/H,0
71211 0%
0 10 20 30
Temps (min)
VIL.4.2 Débrisoquine et ses analogues
Colonne
Gemini C18 100x2.00mm x 3pm
100
Phase Mobile
75
Débit 200pL/min o
Solvant A AcONH,; 10mM pH4.6 5
> 50
SolvantB  CH3CN/MeOH/H,0 o
x /
25

0 181
0 10 20

Temps (min)
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VIL.4.3 Autres molécules testées

Le gradient présenté est celui utilisé par défauird’analyse des incubations en présence de

CYP2UL. Celui-ci est parfois modifié lorsque lesl@toles testées sont trés polaires afin de retarder
leur élution.

Colonne
100
Gemini C18 100x2.00mm x 3um

Phase Mobile 75

[-+]
Débit 200pL/min 3%

Solvant A AcONH, 10mM pH4.6 =
SolvantB  CHs;CN/MeOH/H,0 ?
7/2/1 o

0 10 20
Temps (min)
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